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ラ ッ ト肝臓 ホ ス ホ リ ボシ ル ピ ロ リ ン酸合成酵素の 精製
お よ び構成蛋白質の構造と性質に関する研究
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序 論
ホ ス ホ リ ポ シ ル ピ ロ リ ン酸(P RPP)合成酵素(E C2. 7. 6. 1)は ､ A TPとリ ボ - ス ー 5-
リ ン 酸からpRPPを合成する ｡ こ の 物質はリ ボ - ス ー 5- リ ン 酸の 1 の 位置にピ ロ リ ン
醸 が結合 した構造をもち ､ い わ ばリ ボ - ス ー 5- 1) ン 醸 の 活性化体と して , 核酸前駆
体 ヌ ク レオ チ ドの 共通部分 で あ る リ ボ - ス ー 5- リ ン 酸 を供給する(1､ 2)｡ 即ち ,
pR P Pは ､ プリ ンde n ovo合成初段反応 ､ プリ ン サ ル ベ ー ジ反 応 ､ NADの 合成 ､ オ ロ
ト駿がオ ロ チ ジ ル駿に なる 反応 の共通基質とし て働く(3､ 4)｡ こ れ ら の 反応を触
媒する酵素の ミ カ エ リ ス 定数(Kn値)に比 べ ､ 動物細胞内 のP RPP濃度(5 - 15pM)は
か なり低く ､ 基 質と して のPR P レベ ル が こ れ ら の ヌ ク レオ チ ド合成を変動させ る
1 つ の 重 要 な因子 で あ る(5)｡ 一 方 こ の 物質 に は調節物質として の 機能 があり､ ビ
リ ミ ジ ン 合成系 の律速初段酵素で あるカ ル バ ミ ル リ ン 酸合成酵素ⅠⅠに射し ､ ア ロ
ス テ リ ッ ク エ フ ェ ク タ - と し て 低濃度で顕著 な活性化作用を示す(6)｡ また プリ ン
合成初段酵素であるPRPP ア ミドト ラ ン ス フ エ ラ ー ゼ に つ い て は , 基質であ る と同
時に別 の 部位 に結合 して活性化作用を示す(7)｡ つ まりp RPPは プリ ン(8, 9)と ビリ
ミ ジ ン(10､ l l)の 両合成経路を連動制御する鍵物質 で あり､ 核酸前駆体合成 の調
節機構を知 る た め に は こ の 物質の細胞内 レ ベ ル に つ い て 調 べ る･こ と が必要とな っ て
く る ｡
p RP Pレ ベ ル の 調節 に関し て は ､
●
)
'
n v l
'
v oで の 研究がなされ て い る ｡ マ ウ ス 肝臓 で
は摂食(12)､ 蛋白食(13)により こ の物質の レ ベ ル は8 -9倍 にま で 上昇す る ｡ グ ル カ
ゴ ン ま た は エ ビ ネ フ リ ン の 投与 に より同様 の 上昇 が み られ た(12, 13)｡ ま た ラ ッ
ト遊離肝細胞を用 い た 1
･
n vl
･
tr oの 系 に移 し て解析す る と ､ ア ミ ノ 酸 を添加 しても
上昇 は起 こ らず ､ グ ル カ ゴ ン で 刺激する と2 -3倍 に 上昇する こ とか ら(14, 15)､
'
'
n v)
･
v oで の 蛋白食の 効果はホ ル モ ン 作用を介して い る こ と が示唆さ れた . さ ら に ､
-
熱傷 と い うス ト レ ス を受けた ラ ッ トの肝臓 に お い て もp R Pレ ベ ル が 約2倍に 上昇す
る こ とが見 い だ さ れた(16)｡ こ の とき , リ ボ
- ス ー 5- リ ン 酸か らp RPPを経 て ヌ ク レ
オ チ ドに 至 るP R P P伐謝流量 は5- 8倍 に増加 して い た ｡ 続 い て , よ り解析 が容易 な培
養細胞系を用 い て 研究が行われ ､ マ ウス Swis s 3T3繊維芽細胞 ､ ヒ ト胎児繊維芽細
胞を ､ 血 清 , E GF ＋イ ン ス リ ン な どで増殖刺激す る と 1 時間以 内と い う早期 にP R P 戸
代謝流量が約2倍 に上昇する こ とが明らか とな っ た(17)｡ こ れ ら のPRPレ ベ ル 上 昇
やPRPP代謝流量増加をもた らす重要な因子 に ､ PRPP合成の増加があ る と考えられ
る ｡ 本 研究は , 種 々 の 刺激に応 じて起 こ るP RP P合成増加 の 横棒解明をめ ざした プ
ロ ジ ェ ク トの 一 環 と して始められた｡
pRP P合成酵素 に関して は こ れま で多くの 研究があり､ ネズ ミ チ フ ス 菌(18､ 19)､
大腸菌(20)､ ･ ヒ ト赤血球(21)､ ラ ツ .ト肝臓(22)か ら精製され性質が調 べ ら れ て い
る . 本酵素の 活性発現 に はMg2＋と無機リ ン醸が必須 で あり､ ADP､ GDPを は じめ と
す る種 々 の ヌ ク レ オ チ ドに よ り活性が阻害され る と報告され て い る(23)｡ サ ブ ユ
ニ ッ ト の 分子質量 は31か ら左o. 5kDaと ､ 種ある い は 報告 に より異な っ て い る(181
22)｡ 本酵素は単 一 サ ブ ユ ニ ッ トが多数集ま っ て 大きな重合体を形成し ､ しか も重
合 の程度が活性 に関わる と さ れ て い る ｡ 例えば ､ ヒ ト赤血球酵素 で は ､ 酵素の安定
化剤 であ るMg2十や無機リ ン醸､ 基質ATPによりサ ブ ユ ニ ッ トの 重合が促進さ れ ､ 重
合体とな っ て初 めて活性を発揮しうると報告された(24､ 2 5)｡ し か し ､ 調 節的性
質 に は い ま だ不明な点が多い ｡ ま た ､ こ れま で に報告さ れ て い る 酵素化学的性質､
即 ち ､ 基 質AT P, リ ボ - ス ー 5- リ ン 酸 に対するKn値や ヌ ク レ オ チ ドに対す る 感受性､
酵素の 比活性な どに は不 一 致 が多い ｡
前述 の 熱傷ス ト レス を受けた ラ ッ ト肝臓およびE GF＋イ ン ス リ ン で 刺激さ れた
Swis s 3T3繊維芽細胞 で ､ 促進応答 に囲わ る因子 の 解析が行 われた(16, 1 7､ 2 6)｡
そ の 結果 ､ リ ボ - ス ー 5- リ ン 醸 ､ A TPお よ び他 の ヌ ク レ オ チ ド ､ 無 機リ ン 醸濃度 は
無処理も の と比 べ て大きな変化がなく､ p RPp合成 の 増加を説明す る こ と が できな
か っ た ｡ 注 目す べ き こ とと し て ､ Swis s 3T3細胞 の応答 に は外液中 の Mg2＋が必要 で
あり､ こ れ を除 い た メ ジ ウ ム で は促進応答が消失した(26)｡ こ の こ とか ら増殖刺 ･
敵 に 与り細胞外披か らMg2＋が淀入 し ､ 細胞内 のMg
2＋濃度の 上昇が応答 に関与する-
可 能性が示唆さ れた ｡ 実際に蛍光色素を用 い て 細胞内Mg
2＋濃度を測定する と ､ 増
殖刺激後上昇す る こ と が示された(27)｡ 因子 の 解析 に は未だ不十分 な点もあ る が ､
こ れ ら既知 の 調節因子 だけでp R P P合成増加を十分に鋭明する こ と は難 しか っ た o
以 上 の こ と か ら ､ 本酵素 に は なお未知 の 調節機構が潜むと考え､ 本 論文で は改め
て ラ ッ ト肝臓 の P R pP合成酵素を注意深く精製し て性質を検討し , ア ミ ノ 酸配列 の
一 部 を決定した ｡ こ れ を基 に ク ロ ー ニ ン グさ れ たcDNA(28)を大腸菌内 で発現させ
酵素蛋白質を大量に得 て ､ 本酵素 の構造お よび性質に関する新事実を発見した o さ
ら に ､ 本酵素の構成要素と考えられる抑制性の黄白質の存在を示し ､ そ の ク ロ
ー ニ
ン グ を行 い ､ PRPP合成ひ い て は核酸前駆体 の 合成調節 に重要な
一 領 域 を加えた o
第1章 ラ ッ ト肝臓pRPP合成酵素の 精製:複雑な ヘ テ ロ 重合体と して
の存在およ び触媒サ ブユ ニ ッ トの 同定
p RP Pの 細胞内 レ ベ ル は核酸前駆体合成を調節す る 重要な因子 で ある o こ の よう
な点 か らp RP p合成酵素に関して は こ れ ま で多く の研究 が なさ れ ､ ネズ ミ チ フ ス 菌
(18､ 19)､ 大腸菌(20)､ と ほ 血球(21)､ ラ ッ ト肝臓(22)か ら精製された ｡ 本酵
素 の活性発現 に はMg2＋と無機リ ン醸が必須であり､ ADP, GDp を は じめとする種々
の ヌ ク レオ チ ドに より活性が阻害され る こ とが報告され て い る ｡ また分子質量
31か ら4 0. 5kDaの 単 一 サ ブ ユ ニ ッ ト(18- 22)が多数集ま っ て 大きな重合体を形成し ､
しか も重合 の 程度が活性 に関わ るとされ て い る ｡ 例え ば ヒ ト赤血球酵素 で は ､ 酵素
の 安定化期であ るMg2＋や無機リ ン酸､ 基質AT Pに よりサ ブ ユ ニ ッ ト の 重合が促進さ
れ ､ 重合体とな っ て初 め て活性を発揮しうると報告さ れ て い る(24､ 2 5)o し か し
調節的性質に は未だ不明な点が多い ｡ ま た ､ こ れ ま で に報告さ れ て い る 酵素化学的
性質, 即ち+ 基質A T P､ リ ボ - ス ー 5- リ ン 駿に対す るKn催 や ヌ ク レオ チ ドに対す る
感受性､ 酵 素 の 此活性な どに は 不 一 致が多 い ｡ こ の こ と は酵素 の存在様式 が条件 に
ょ っ て 異 なる こ とを暗示する もの であり､ こ こ に 1 つ の 調節機構がかく れ て い る こ
とが考え_られ た ｡
一 方 , 過去 の 精製操作そ の も の にも疑問があ っ た ｡ 例 えばRotb
とDe ｡ ｡1ら は ラ ッ ト肝臓 の酵素を プ ロ テ ア ー ゼ 阻害剤非存在下 に熱処理 して 精製し
て い る(22)｡ そ の た めか ､ 精製 さ れた酵素の 比活性 はBe cke rら の 報告した ヒ ト赤
血球酵素の 償(2 4)に比 べ て は る か に 低 い . ま たFo xとEel leyら は ヒ ト赤血球酵素を
精製した際､ 1 M K C lで 長時間処理 して ようやく均 一 にす る こ と が できたが ､ そ の
此活性 は処理前 の1/10 に低下 し て い た(21)0
以 上 の こ とか ら本研究で は , ラ ッ ト肝臓酵素をな る J< く本来の性質を失わ な い よ
う に注意深く精製し て性質を検討し､ こ れまで見過 ご さ れ て い た事実が な い か を探
索 した ｡ そ の 結果､ 本酵素は こ れま で の 報告 に 反 して ､ 3 つ の 蛋 白質成分 か ら成る
ヘ テ ロ 重合体 として存在 し て い る こ と が示 唆された ｡ さ ら に こ の 3 成分 の 中 か ら触
媒活性を持 つ サ ブ ユ ニ ッ ト を同定した ｡
1 - 1 実験材料お よ び方法
1) 実験材斜
ラ ッ ト は体重250 - 30 0gの 雄 のSp ragu e･ Da wley系 を用 い ､ 市販固形食を自由 に摂
取させ て 飼育し ､ 実験 に供した｡
D- リ ボ - ス ー 5- リ ン 醸 ､ ジ チ オス レ イ ト ー ル ､ ホス ホ エ ノ ー ル ピ ル ビ ン 酸､ pMSF､
A T P､ ウ シ 血清 ア ル ブ ミ ン(fr a ctio n V), ピ ル ビ ン 醸キナ - ゼ は シ グ マ 社 より ､
ポ リ エ チ レ ン グリ コ ー ル6, 000､ Trito n X - 1 00は和光純薬より購入 した ｡ カ)I, 求
キ シ ペ プチ ダ ー ゼyは オリ エ ン タ ル 酵母 より購入 した ｡ ハ イ ド ロ キ シ ア パ タ イ トは
調製 して(29)使用 した ｡ [8- 14c〕A T Pは ア マ シ ャ ム 社 より , [カ ル ポ キ シ ー 14c]オ ロ
ト酸は ニ ュ ー イ ン グ ラ ン ドヌ ク レ ア社 より購入 し､ 各々 陰イ オ ン 交換カ ラ ム で瀬製
して 用 い た｡ ト ヨ パ ー ル 耶 165F､ I)E A E- ト ヨ パ ー ル650S､ T SK G200 0SWお よ び
G4000SW HP LCカ ラ ム は ト ー ソ ー 株式会社 より購入 した ｡
2) pR PP合 成辞葉 活性 の 謝定
精製された酵素は ガ ラ ス 表面 に吸着しやす い た め ､ 実験条件 に よ っ て 活性が大き
く変化する ｡ ポリ エ チ レ ン グリ コ ー ル6,000(1. 5%)､ Trito n X - 100(0. 2%)あ る い
は ウ シ 血清 ア ル ブ ミ ン(1mg/ml)を添加する と ､ こ の 吸着を傍 ぐこ と が できた(結果
省略)｡ 従 っ て 精製後半 の 標品の 活性測定に は ､ ポリ エ チ レ ン 容器ヤ シ リ コ ン コ
ー
テ ィ ン グ した試験管を使用した ｡ 凍結保存された酵素は融解後に ､ 活性 が徐々 に増
加 し ､ 4℃ ､ 1時 間後 に は融解直後 の1 20 - 130 %に な っ た ｡ 従 っ て ､ 酵素 を融解 した
後 4℃ で2時 間放置後 ､ 種 々 の 実験 に供 して活性を測 っ た ｡
活性 の 測定はFo xとEe1 1ey(21)の 方法 の 変法で行 っ た ｡ 租酵素標品 に は方法 1 を ､
酸沈澱以 降の標品 に は方法 2 を用 い た ｡
方法1 : 50m姐 ⅢEPES - カ リ ウ ム(37℃で pH7･ 4に 調整)､ 10mM リ ン 酸カ リ ウ
ム
､
4mM 塩化 マ グネ シ ウ ム , 1nM EDTA, 0･ 8mM ATP､ 0･2m朗 リ ボ
ー ス ー 5 - リ ン 駿 ､ 1mM
ジ チ オ ス レイ ト ー ル ､ 1:2mM ホ ス ホ エ ノ ー ル ピ ル ビ ン 醸 ､ ピ ル ビ ン 醸 キ ナ
- ゼ
(9単位) (こ の 2 つ はA T P再生系として添加された)お よ び酵素を含む反応液o･ 5
mlを ､
37℃ ､ 5分間イ ン キ エ ペ - ト後, 4 5秒間排騰水 に捜し ､ 直ち に水冷した o Eo r nberg
ら の 方法(30)に準じ ､ 生 じたp RPPを炭酸部分が標識されたオ ロ ト酸と反応 させ ,
遊離する
.
[14c]炭酸をβ･ フ エ ニ ル メ チ ル ア ミ ン(25%[Ⅴ/v])を染み込ませた洩紙 に
ト ラ ッ プし た｡
方法2 :[1 4c]A T Pか らリ ボ - ス ー 5- 1) ン 醸依存的 に産生 され る[
14c]AM Pを定量
した ｡ 反 応液10･Oplの 組成は方法 1 ･と同 じである o 但 し ､ ATPの 代 わり に0･ 4mM
[8 - 14c]A TP(0. 2- 0. 5pCi/叩 Ol)を使用し, ATP再生 系は加えなか っ た o 反応液を
シ リ コ ン コ ー テ ィ ン グ した ガ ラ ス 試験管内で ､ 37℃ ､ 3分間イ ン キ ュ ベ
- ト し た後､
1M ギ酸 で 反応を止 めた ｡ こ れをDo w e x1 - X8カ ラ ム に か け産物 の[
1 4c]AMPを分離
し ､ カ ウ ン ト した ｡
こ の 標準条件下 で1分 間 に1 岬 Ol のPR P Pを産生す る活性を1単位 とした o
3) ア ミ ノ 改組成分析 お よ びc未 ア ミ ノ酸 の 決定
サ ン プ ル を6M塩懐で , 1 10℃ ､ 24時間加水分解した後､ 日立6 55型自動 ア ミ
●
ノ 醸
組成分析装置に かけた ｡
c末端 ア ミ ノ酸 の 決定 に際 し て は , 34 k Da蛋 白質(34LAg､ 1n m ol)をo. 4mM ペ ブス
タ チ ン存在下 に カ ル ポ キシ ペ プチ ダ ー ゼy(o.4pg)で ､ 25℃ , 2時間消化し ､ C未ア
ミ ノ 醸の み を遊離した(31)｡ こ れ を上記の ア ミ ノ酸分析装置 に かけ て ､ 遊 離 し た
c末ア ミ ノ酸を決定した ｡
4) そ の 他 の 方法
等電点電気泳動 は1mM ジ チ オ ス レイ ト ー ル と ア ン フ ォ ライ ン(pH3･ 1 0)を含 ん だ
o - 50 %シ ョ 糖 で直線濃度勾配を つ けて行 っ た(32)｡ sos - ポリ ア ク リ ル ア ミ ドゲ ル 電
気泳動はLa e mml i の方法(33)に従 っ て行 っ た b 泳動後､ o. 1 %ク マ シ ー プ ル ー R･ 2 5 0
で 蛋白染色し ､ tlo efe r G S300デ ン シ トメ ー タ ー を用 い て バ ン ドの 渡 さ を測り､ 同
時 に泳動 して染色 した ケシ 血清 ア ル ブ ミ ン の バ ン ドを標準とし て ､ 黄 白質 の量を決
めた ｡ 分子量 マ ー カ ー と し て ､ ウ シ 血清 ア ル ブ ミ ン(66kDa)､ オ バ ル ブ ミ ン(45kDa)､
キ モ トリ プ シ ノ ー ゲ ン(25kDa)を使用 した ｡ 蛋 白定量 は､ ウ シ 血清 ア ル ブ ミ ン を標
準 に し てBr ad fo rd の方法(34)に従 っ て 行 っ た ｡
1 - 2 実験結果
1) ラ ッ ト肝p 汲P P合成酵 素 の 蒋 製
糖製 に関する 全て の 操作 は 4 ℃で行 っ た ｡ 特 に こ と わらな い 限り ､ 本酵素 の 精製
に使用 した全 て の buf fe rに は 安定化剤(21､ 2 2)とし て 0.3mM AT P､ 6mM 塩化 マ グ
ネ シ ウ ム , 0. 1mM EDTA､ 2.5mM 2- メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル を含めた . buffe rのp削ま
4 ℃ で調整した ｡ 酵素 の 吸着を避けるため ､ ゲ ル 漉過の buf fe rに はTri to n X- 10 0
を添加し ､ 精製 の後半で は プ ラ ス チ ッ ク容券ヤ シ リ コ ン で コ ー テ ィ ン グ した ガラ ス
容希を使用 した ｡
ホ モ ジ ナイ ゼ - シ ョ ン :Spr agu e- Da wley系 雄ラ ッ ト を断頭溶血後 ､ 腹 部を切開
し肝臓を得た ｡ こ れ を生 理食塩永中 で洗 っ た 後 ､ 重量 の 9 倍量 の 冷buf fe r(0.2 5姐
シ ョ 糖 お よ びo. 1mM P M S Fを含 む 20mM リ ン 醸カリ ウ ム ､ ptI7. 4)を加え ､ テ フ ロ ン
グ ラ ス ホ モ ジ ナイ ザ - で ホ モ ジ ナイ ズ した ｡ こ れを10,000Ⅹ g､ 2 0分間遠心し､
上 浦 の ポ ス トミ ト コ ン ドリ ア画分を得た ｡
ポ リ エ チ レ ン グリ コ ー ル 沈澱 :上 で得た上浦中 の P R P P合成酵素を , ポ リ エ チ レ
ン グ リ コ ー ル6,0 00(3. 8% か ら 6.8% [w/v]) で沈澱させ た ｡ 得 ら れ た沈澱を ､
初 め に少量 の 0. 1mM P M S Fを含 む 50mM リ ン 酸カ リ ウ ム ､ pH7.4 に溶か した後､
ピ ュ ー レ ッ ト法(35)を用 い て 蛋白定量 し蛋白濃度が10mg/mlに な る ように希釈 した｡
ポリ エ チ レ ン グリ コ ー ル 沈澱 で は活性をほぼ完全に回収 でき､ しかも全寮自量は
1/10程度 に な る た め , 比活性は約10倍に 上が っ た o
懐沈 澱 : 上記 の 溶液をo.5M 酢酸で滴定し ､ pH 6･ 1とpH5･35の 間 で酵素を沈澱さ
せた . 沈澱をo. 1nM 軸sFを含む 20mM リ ン 酸 か) ウム , pH 7･ 4 に溶か し ､ 初 め の
肝重量 の0. 1倍量 に した ｡ こ こま で を 1 日で行 い , こ の ス テ ッ プ で
- 8 0℃ に保存し
た ｡
ハ イ ドロ キシ ア パ タイ ト分画 :上記 の酸沈澱画分60ml(肝臓6 0gに 相当)を､ 最
終 .) ン 酸濃度を80mM､ 容積を240mlに調整した . こ れ に ､ 80
､
mM リ ン 酸 カ リ ウ ム ､
pH7.4 で平衡化した ハ イ ドロ キ シ ア パ タイ トの 細粒100mlを加え撹拝後遠心 し､ 上
浦を 回収した . さ ら に沈連を 92mM リ ン醸カ リ ウ ム ､ pH7. 4､ 14 0mlで洗 っ た o こ
の 上 清 を初めの上清と合わせ , pEを･5.8 に調整した後, ポリ エ チ レ ン グリ コ
ー ル
6
,
00 0(lo瑞) で酵素を沈澱させた ｡ こ れを少量の 30mM リ ン 駿カリ ウ ム ､ pH7･4
に 溶 か した｡
ト ヨ パ ー ルH W1 65Fゲ)I,油過 :上記の標品を ､ o. o5% Trit on X - 100を含 む 30mM
リ ン蕨カリ ウ ム ､ pH7.4 で平衡化した ト ヨ パ ー ルH W- 65 F カ ラム(2. 7Ⅹ60c m)に かけ
た o 同buf fe rで 溶出し , 活性ある フ ラ ク シ ョ ン を集 め た ｡ 活性はv oid v olu m e近
く に溶出した ｡
DE A E･ ト ヨ パ ー ル650S: こ れ 以後の操作 に は ､ プ ラ ス チ ッ クある い は シリ コ ン コ
ー テ ィ ン グ した容器を使用 した . 30皿M リ ン 醸カ リ ウ ム ､ pH7. 0 (安定化剤 とし て
6mM 塩化 マ グネ シ ウ ム お よ び o. 1mM EI)TAの みを含む)で平衡化したDE AE- ト ヨ パ
ー ル650Sカ ラ ム(1. 8Ⅹ8.Oc皿)に 上記 の酵素両分をかけ, 140m姐 リ ン 酸 カ リ ウ ム ､
pH6.3 (全 て の 安定化剤を含む)に ､ 塩化 カ リ ウ ム0-0. 17 M の直線濃度勾配 を つ け
て 溶出した ｡ 酵素活性は真申 の 蚤白ピ ー ク と 一 致 して溶出した(Fig. 1)｡ 活性あ
る フ ラ ク シ ョ ン を 5m姐 リ ン 酸カ リ ウ ム ､ pH 6. 8 で透析後 ､ ハ イ ドロ キ シ ア パ タ イ
ト カ ラ ム(3. Oml)に吸着させ ､ 250皿M リ ン 酸カ リ ウ ム ､ pH7.4､ 6mlで 溶出する こ
と で濃縮した｡ こ れを 50mM リ ン酸カ リ ウ ム , pH7.4 で透析 した後､ 小分けし
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Fig｡ 1 ･ D‡A E
- ℡oyope a r且 6 5 0S cぬ訂 O m atOgr aphy ･ The e n zym e
pr epa r atio n afte r the Toyope a rl 珊
- 6 5F step W a sfr a ctio nated
D E A R- ToyoPe a r1 6 5 0S c olu血 ｡ Tw o mic r ol ite r5 0f e a ch fr a ct
io n (7 ml)
JL_ -
w e r e a s s ayed fo r e n zym e a ctivity u nde r the sta nda rd c o nd i
tio n s･
⑳ ′ P RPP syntheta s e a ctivity; ○ ′ a m o u nt of pr otein ･
て - 8 0℃ に 保存し , 種々 の 実験 に供 した ｡
T SX G40 0 0 S Wゲ ル 洩 過 : 上記 の 酵素標品 の 一 部(1. 2ml)を ､ 50mM リ ン 酸 カ リ ウ
ム ､ pH7. 4 で 平衡化 したT SK G 4000S Wカ ラ ム(0･ 7 5Ⅹ60cm)で分画 した o 活性ピ
ー
ク の うち初め の 3 フ ラ ク シ ョ ン(F ig. 2, フ ラ ク シ ョ ン16- 18)を集め て
- 80℃ で
保存した ｡ こ こ で も活性はv oi d v olu me近く に溶出した の で ､ 精製酵素は ヒ ト赤血
球酵素(2 1)と同様1, 0 0 0 kDa以 上 に 及 ぶ 分子 質量 を持 っ て い る こ と が分 か っ た o
以 上 ､ 精製 を行 っ た結果をTable Iに 示 した ｡ ホ モ ジネ
- トか ら9,800倍 の 精製
で 収率は17%で あ っ た ｡ 最 終段階 の 標品 の 比活性 は7,28 0 mi ll iu nits/mg で あり ､
従 来報告さ れた噛乳類酵素 の 最高値 であ っ た ｡ 精製操作を1 0回 以上行 っ た が ､ 結
果 に は 再 現性 があ っ た ｡ T S K G 4 0 0 0S Wゲ ル 油過 に よ る最終精製標品 の
一 部 をさ ら に
,
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Fig･ 2 ･ ¢eユ f i ltr ati¢ n o n T S X 朗 0 00S常 ･ On e
- f i fth of the e n zym e
pr epa r atio n at the D E A R- Toyope a r1 6 5 0S Step (1･ 2 m1) w a sfr a ctio n ated
o n a T S RG 4 0 0 0S W colu rn n｡ Tw o mic r ol ite r s of e a ch fr a ctio n (0. 8 ml)
w e r e a s s ayed fo r e n zym e a ctivity･ The a r r o w s m a rked with Vo ′ 9 0 0,
67 0a nd 24 0 de n ote 七he v oidv olu m e′ 七be elut土o n po s土七土o n s of
fe r r土七土n (9 0 0 kDa). tbyr o91obul 土n (6 7 0 kDa) a nd c atala s e(2 40 kDa)･
0 . P R P Psyntheta s e a ctivity; ○′ a m o u nt of pr otein .
I)E A E･ ト ヨ パ ー ル カ ラ ム に か けた と こ ろ ､ 活性 と 一 致 した単 一 な茸自ピ ー ク が 得 ら
れ (F ig. 3), ピ ー ク 内の 各 フ ラ ク シ ョ ン の 比 活性 は 一 定 で あ っ た . 従 っ て , T S E
G40 0S W ステ ッ プの 標品は均 一 で あ る と考えられた o
2) 満製酵素凄 品中 に存在す る複数 の 蛋白成分
Tab le Iに示 した清製の 最後 の 2 ス テ ッ プの 棟品をsDS - ポ リ ア ク リ ル ア ミ ドゲ ル
電気泳動に かけた(Fig. 4)o TS RG40 0S Wゲ ル 浪過 に よ る最終精製標晶 に は ､ 34､
39､ 4 1 kDaの 3 つ バ ン ドが 存在 して い た(F ig. 4, レ ー ン B)｡ こ の 3 つ の バ ン ドの
量比は ､ デ ン シ トメ トリ ー に よ る測定の 結果各々 70､ 2 4､ 3%で あ っ た ｡ こ れ ら を
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Fig. 3. 玉1ut io A pr Of i 且e of the pu ri f ied P R P P 叩 n七ぬe七a 8 e
fr o m D E AR - ℡oyope a r1 . The pu ri f ied enzym e pr epa r atio n at the TSR
G4 0 0 0S W step (30 0トIg) w a sfr a ctio n ated o n a D E A R- Toyope a rl
(d i f fe r e nt ty pe fr o m6 5 0S) c olu m n(0. 5 ml) eqtli l i br ated with 5 0m比
pota ssiu m pho sphate (pE 7. 8)｡ Elutio n w a spe rfo r m ed with a l in e a r
gr adient of 0 to O･ 4
'
H R Cl in 5 0血托 pota s siu m pho sphate (pfI 7. 8)
c o ntaining the stabili2:e r S. Tw o mic r olite r s of e a ch fr a ctio n (0 .2 5
ml) w e r e a s s ayed 王or en zym e a ctivity. ㊨ , P R P Psyntheta s e a ctivity;
0 , a m o u nt of protein
A B
(kロ
6
串
2
Fig . 4. Pr otein c o mpo sit io n of
the pu ri f ied P R P syn'thet as e
Pr epa r atio n. The e n zym e
pr epa r ation s at the D E ÅE- Toyope a r1
65 0 Sstep (A , 15 p g) a nd T S R G4 0 0 0S W
(a, 1 0トIg) w e r e a n aly2: ed by SDS -
P A G Ea s de sc ri bed in -■班ate rials a nd
Methods . =
12
分離する ため等電点電気泳動 ､ a ctiv ated t h ioト Sepba ro se ､ pbospbo ･
c el lulo s e､ pbe nyト Sepha r o seク ロ マ トグラ フ ィ ー ､ 1M 塩化 カ リ ウ ム存在下 の
ゲ ル 洩過等､ 原 理 の 異 な鳥種々 の 操作を行 っ た が ､ こ の 3 つ は常 に挙動を共 に し分
社不可能で あ っ た(等電点電車泳動以外 の結果は省略)｡ 等電 点電気泳動の結果を
Fig. 5に 示 し た ｡ 酵素 はpfI4. 9を頂点とし ､ 蛋白 ピ ー ク と 一 致 し た幅広 い ピ ー ク を
示 した . ピ ー ク の フ ラ ク シ ョ ン を 4 つ に分 けSI)S - ゲ ル 電気泳動し ､ デ ン シ トメ ト
リ ー で 解析した結果､ どの 分画にも3 つ の 茸自がほぼ同じ量比 で存在し て い た ｡
Fr. 8 9 iOl 卜暮5
9
8
～ 7
I
･
■■ ■■
■■
=
a
6
5
4
5
0
50 0
400
3亡)0
2 0 0
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～
a
0
中一
O
O
L
.1ヰ･ -
＼
び)
～
⊂:
= さ
壱ーヽ
>ヽ
～
>
～
U
a
5 ! O
Fr c3C†io n nLim be r
) 5 2 0
0
Fig ･ 5 . =8 O ele c七ric fo c u sing of the pu ri f ied e n 2Ey瓜 e a nd
c o mpo nen t a n alysis of the fr a ctio n s obtain ed. The e n 2:Yme
pr epa r atio n at the D E A R- Toyope a土1 6 50S step (2 7 0lAg) w a sintr oduced
to the c e nte r of the gr ad ie nt , a nd is o ele ctric fo c u sing wa s c a r ried
o ut a s de s c ri bed in MB4ate rials a nd Methods . n ℡w o mic r ol ite r s of
ea ch fr a ctio n (0. 8 ml) w e r e a s s ayed fo r P R P Psyntheta s e a ctivity
(⑳)･ SO S- p ÅGE a n alysis w a spe rfo r m ed. a nd pr ofi le s of 七be
co o m a s sie Blu e- stain ed ba nds a r e sho w nin
L
the in s et･ Al iqu ots (0･ 2
m1) of fr a ctio n 8 a nd 9, 0. 8 ml of fr a ctio n 10, a nd 2. 4 ml of po oled
王r a ct土on s l lto 1 3w e r e u s ed .
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以上 の 結果は ､ ラ ッ ト肝PRPP合成酵素は､ 少 なく とも精製さ れた段階 で は 3 つ の
黄白賛成分か ら成 る複合体 で ある こ とを示唆し て い る ｡
3) 1 姐 塩化 マ グネ シウム 存在下 で の T S瓦 G2 0 0 0S 闇ゲ ル 洩 過 に よ る 酵 素東食
俸 の 解准お よ び触媒サ ブ ユ ニ ッ ト の 同定
活性を保 っ たまま複合体を解離す る た め ､ 蛋白変性剤を含む多く の 試み をした ｡
尿 素 ､ グ ア ニ ジ ン 塩懐 ､ チ オ シ ア ン 酸 ナ トリ ウ ム は , 高濃度で 不可逆的 に酵素を失
活させ た
,
. 塩化 マ グネ シ ウ ム ､ ヨ - 化カ リ ウ ム ､ 塩化 カ リ ウ ム は 川 渡度で活性を
可逆的 に低下 させ たが ､ そ の 作用 は 塩化 マ グネ シ ウ ム が最も強 か っ た(結果省略)0
高濃度塩化 マ グネ シ ウ ム は蛋 白質表面 に結合して相 互作用を壊す作用 があ る(36)
こ とか ら ､ 抗 原抗体複合体を解離する の に使用され て い る(37､ 3 8)｡ そ こ で 精製
酵素を1M 塩化 マ グネ シ ウ ム で 処理 した後 ､ 同濃度塩化 マ グネ シ ウ ム存在下 にT SE
G2 00S附こよ る ゲ ル 浪過を行 っ た ｡ 具体的には ､ I)EAE- ト ヨ パ ー ル650S ステ ッ プ の
酵素に2M 塩化 マ グネシ ウ ム を当容量加え､ pⅢを6. 0に合 わせ た ｡ こ れ を 4℃ ､ 2時
間放置後, 1 M 塩 化 マ グ ネ シ ウ ム ､ 5mM l) ン 酸カ 1) ウ ム お よ び安定化剤を含む
50nM M E S- カリ ウ ム ､ pH6. 0 で 平衡化したTSE G2000S Wカ ラ ム (0. 7 5Ⅹ60c m)にか け
て 同buf f drで 溶出した ｡ 活性は68kI)a付近 に溶出した の で(F ig. 6)､ 1M 塩化 マ グ
ネ シ ウ ム 処理 に より酵素重合体は2量体程度にま で解離 した と考えられ る ｡ 活性 の
ピ ー ク が蛋白ピ ー ク より少し遅れ て溶出して い た の で ､ ピ ー ク 内の フ ラ ク シ ョ ン
31- 34を ､ 各 々 ､ 等 v olu m eず つ SI)S - ゲ ル 電気泳動し ､ デ ン シ ト メ トリ ー を用 い て
蛋白組成を調 べ た ｡ 後ろ の フ ラ ク シ ョ ン 程34kDa蛋白質 の量比 は大きくなり ､ フ ラ
ク シ ョ ン34は34kDa蛋白質だけ であ っ た ｡ 従 っ て ､ フ ラ ク シ ョ ン34は34 kDa 蛋白質
通 し の 2量体 の みか ら成 っ て い る こ と が分か っ た ｡ こ の フ ラク シ ョ ン に活性があり､
比活性も他の 3 つ の フ ラ ク シ ョ ン に比 べ て 最も高 い こ と か ら ､ 34kDa蛋白質を触媒
活性 を持 つ サ ブ ユ ニ ッ トと 同定した ｡ さ ら に ､ 他 の 蛋白質 か ら遊離された34 k Da触
媒 サ ブ ユ ニ ッ トの 活性 は ､ 解離前 に比 べ て 上昇 して い た(本章 で は結果を省略 し､
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Fig｡ 6｡ Ge且 f i l tr a七io n o n ℡S E G2 0 0 0 SW of the . pu ri f ied e m 五ym e
且温 色ぬe pr e s e n c e of 且 3i 加gC 12
･
a nd t he c o npo 各i 出o 汲 Of t he
fr a ct io m 各 Ob ta且m ed ｡ The e n zyn e pr epa r atio n at the D E A R- Toyope a r1
6 5 0 Sstep (0･6 ml ′ 3 8 0p gof pr otein) w a s tr e ated with l放 出gC 12 at
pⅠ王 6 .0 a nd fr a ctio n ated o n a TSR G2 0 0 0 SW c olu m nin the pr e s e n c e of 1
” HgC 12 ｡ Fiv e mic r olite r s of e a ch fr a ctio n (0･ 5 ml) w e r e a s s ayed
fo r e n zym e a ctivity . The a r r o w s m a rked with Vo , 2 4 0, 6 6, 4 5 and 25
de n ote 七he v oid v olu m e, the elu七土o n po s土t土o n s of c a七ala s e(2 40 kDa)∫
al bu nin (6 6 kDa), o v al bu nin (4 5 kDa) a nd chym otry psin oge n (2 5 kDa)
in the pr es en c e of 1B4拭gC12' r e Spe Ctiv ely ･ ㊨ , P R P Psyntheta s e
a ctivity.; ○ ′
a m o u nt of pr otein; △ ′ spe ci f ic a ctivity ･ The in set
sho w spr of i le s of Co o m a s sie Blu e- stain ed pr otein ba nds whe n a n alyz ed
by S D S- P AGE . The a m o unts of pr otein ap pl ied to the S D Sgel w e r e
abo ut 7, 2 2, 1 6 a nd 5p gfo r fr a ctio n s- 3 1, 3 2, 3 3a nd 3 4′
r e spe c七土v ely.
3 単 に 詳 しく記載)｡ こ の こ と か ら も 34､ 39､ 4 1k Daの 3 つ の 蛋白質は単な る爽雑
物 で は なく､ 結合 し て複合体を形成し て い る こ と が示唆された ｡
なお ､ こ の 条件下 で単離された34kDa蛋白質の 2量体は ､ 全34kDa蛋白質 の10%程
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度にすぎなか っ た の で ､ こ の 方法 は34kDa蛋白質を大量 に精製す る手段と して は有
効 で はな い と思われた｡
4) 触媒 サ ブ ユ ニ .iト の ア ミ ノ 薮親戚
ア ミ ノ 酸親成分祈 の 結果をTab le IIに 示 した ｡ 値 は分子量34, 0 0 と し て計算 し
た. こ の 結果は ､ cD NAク ロ ー ニ ン グ実験(文献28お よ び 2章 に記載)で 明らか に な
っ た結果とか なり良く 一 致 した ｡ ア ミ ノ酸組成に特筆す べ き点はなか っ た .
･カ).Vポ キ シ ペ プチ ダ ー ゼy で消化した産物を組成分析 した療果､ ロ イ シ ン が唯 一
の C末 ア ミ ノ酸であ っ た . 消化産物の 一 部をsDS- ゲ ル 電気泳動し ､ 34kI)a バ ン ドの
み が存在する の を見 て ､ 内部消化 が起 こ っ て い な い こ と を確認 した ｡ c未 ア ミ ノ酸
もク ロ ー ニ ン グの 結果と 一 致 し て い た ｡
1 - 3 考 察
噛乳類のP R P P合成酵素 に関して は ､ 多く の研究がなされ て い た にもかか わ らず､
未 だ不明な点が多か っ た ｡ 今 回 , ラ ッ ト肝p RP P合成酵素を ､ 従来報告さ れ て い る
噛乳類酵衰の 最高値 の比活性 にまで精製した｡ しか し ､ ラ ッ ト肝臓(22)や ヒ ト赤
血球(21)で 単 一 サ ブ ユ ニ ッ ト で ある と い う従来 の報告 に反し ､ こ こ で 得 た最終棉
製段階の 酵素標品に は34､ 3 9､ 4 1kI)aの 3 つ の 蛋白質成分が存在し て い たム 通常 の
精製法で は こ れ ら は常に挙動を共にし分離不可能である こ と ､ さ ら に精製酵素の分
子質量 は1,0 00k Da以 上 に及 ぶ こ と か ら ､ こ れ ら は単な る爽雑物 で は なく ､ ヘ テ ロ
重 合体を形成し て い る と考えられ る ｡
1M 塩イヒマ グネ シ ウ ム で 酵素重合体を解離し､ 34 kDa蛋白質の 一 部 を34kDa蛋白質
の み か ら成る 2量体と して単離 し､ 触媒活性を持 つ サ ブ ユ ニ ッ ト と同定した ｡ こ の
触媒サ ブ ユ ニ ッ トのSI)S - ゲ ル 電気泳動上 の 分子量3 4
,
0,00は , cD NA の塩基配列解析
か ら得 られた計算上 の分子量(2 8)と 一 致 して い る ｡ ま た こ の 億 は 以前 に報告さ れ
て い る ヒ ト赤血球酵素の 借(34,5 00) (21)と は - 敦す る が ､ ラ ッ ト肝酵素(40,5 00)
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Table E =. 盈皿且m o 亀C五感 c 切取p⑳ 愚息忠且◎ 汲 ⑳藍 色ぬe 3 亀- 奴E)a 鼻祖bⅦ弧五色
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a
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b
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■
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■
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Val土n e
Meth io nin e
ェsoleuc土n e
Leucin e
Tyr o sin e
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H土s七土d 土n e
Lysin e
Årg土n土n e
Try ptophan
Numbe r of r esi due s
Mole c ula r weight
8
4
6
1
6
6
0
d
5
8
.5
:0
4
8
9
:0
.6
3:
1･
2
3
1
2
3
n . I
2
2
2
2
1
C
n ｡d｡ C
3 1 6
p RS 工
22
15
1 3
2 4
1 6
9
1 0
17
31
9
2 8
3
2
2
1
8
2
2
5
9
9
0
6
2
31 7
3 4′70 2
p R Sエエ
21
1 5
1 3
2 5
1 7
10
1 0
17
31
7
2 9
3
2
1
1
8
2
3
5
9
9
8
6
2
31 7
3
n
4,6 81
a
calc ulated a s re si du e sin te r m sof Hr = 34′0 0 0･
b
Data fr o m
CD N Aa n alysis by Tair a et al･ (2 8)･
C
n ･ d ･ , n ot dete mi n ed ･
(22)とは異 な っ て い る ｡ RotbとDe u elら(22)は ラ ッ ト肝酵素を90%の 純度 にま で
精製 した と報告し て い る が ､ 精製倍率は本研究 の 結果 に比 べ て 約1/5と低 い ｡ ま た ､
用 い た 活性測定条件 (pH､ 基質濃度､ イ ン キ エ ペ - シ ョ. ン 温度等) は ､ ほ ぼ 同様
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で ある に もか わ らず､ 比 活性も本研究で得られた償 よりは る か に低
い o 彼 ら は ､ プ
ロ テ ア ー ゼ 阻害剤非存在下 に精製を行 い ､ しか も初期 に熱処理 したた め ､ 酵素が部
分失活 した可能性がある ○ あ る い は ､ なお純度が悪 い の かもしれな
い o
他 の 2 つ の 成分 ､ 39､ 4 1kDa蛋白質の機能､ 性質に 関して は不 明で あ る o しか し
cDN A塩基配列解析 の 結果(28)か ら ､ こ の34 k Da触媒サブ ユ ニ ッ トはmR N A の直接 の
翻訳産物 で あ る こ と が明らか に な っ た ｡ ま た34 kDa蛋 白質と他 の 2 つ の 蛋白質 の
ペ
プチ ド マ . ツ プ(共同研究者 の 石塚ら , 未発表)は異な っ て い た
■
. 従 っ て ､ 3 9お よ び
41kDaの 黄白質は､ 34kDa蛋白質の蘭駆体で は な い ｡ 1M 塩化 マ グネ シ ウ ム 処理に よ
り遊離された34kDa触媒サブ ユ ニ ッ トの 活性は , 解 離後上昇 して い た ｡ こ の こ と は ､
解離前 に 3 づ の 蛋白質間 に非共有結合に よ る相 互作用があり､ そ れ に よ っ て 活性が
抑制され て い る こ とを示唆して い る ｡
1 - 4 /ト 括
ラ ッ ト肝PRP P合成酵素を従来報告され て い る噛乳類酵素 の最高値 の比活性 ､
7
,
280mi.l l iu nit
s/mgに ま で 精製した. しか し最終精袈段階 の 標品 に は ､ SDS∵デ
ル 電気泳動上 , 34, 39, 41 kDa の バ ン ドが存在 した ｡ こ の 3 つ の 蛋 白質 は 通常 の 精
製法で は常 に挙動を共 に し分離不可 能であ っ た . 一 方 , ゲ ル 洩過 に よ る分子質量は
1
,
0 00kDa以上 であり､ 精製さ れ た本酵素は こ れ ら 3 つ の 蛋白質を含む ヘ テ ロ 重合
体 である こ と が示唆された｡ 酵素を1 M塩化 マ グネ シ ウ ム で 処理し ､ 同条件下 に ゲ
ル 浪過を行 い ､ 34kI)a蛋白質の 一 部を34kI)a蛋白質の みか ら成 る 2量体と し て単離
した ｡ こ れ に活性 があ っ た こ と か ら , 3 4k Da蛋 白質を触媒活性を持 つ サ ブ ユ ニ ッ ト
と同定した ｡
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第2章 ラ ッ トPRPP合成酵素の 2種の 触嬢サ ブ ユ ニ ッ ト: 大腸菌 にお
ける発現､ 精製およ び性質
p R P P合成酵素 は こ れ ま で単 一 サ ブ ユ ニ ッ トか ら成 る 重合体とされ て き た(1 8- 2 2)
が ､ 1 章 で ラ ッ ト肝臓か ら注意深く酵素を精製 して み る と , 実 は34, 3 9､ 4 1kI)a の
3 つ の 黄白質成分から成 る ヘ テ ロ 重合体で ある こ と が示唆された ｡ こ れ ら は未変性
条件下 で は分離不可能で あ っ た ｡ 酵素を1M 塩化 マ グネ シ ウ ム 処理 して 重合体を解
離し ､ 同条件下 にゲ ル洩過して初め て34kDa琴白質の 一 部を､ 34kDa蛋白質の みか
ら成 る 2量体とし て単離す る こ と が で き た ｡ こ れ に酵素活性があ っ た こ と か ら
34kDa蛋 白質を触媒活性を持 つ サ ブ ユ ニ ッ トと同定できた ｡ しか し1 M 塩化 マ グネ
シ ウ ム 処理 で分離 でき る触媒サ ブ ユ ニ ッ トは全体 の約10%に すぎず ､ 精袈法とし て
有効とは思 われ なか っ た ｡ ま た , 他 に活性を保 っ たまま触媒サブ ユ ニ ッ トを大量に
得 る手段 はなか っ た ｡
本 章 で はまず酵素 の構造､ 性質を明らか にするため に ､ SDS- ゲ ル 電気泳動 で触
媒サ ブ ユ ニ ッ ト を単離した後､ 部分 ア ミ ノ 髄配列を決定した ｡ そ れ を基 に 平 良らが
cDN Aク ロ ー ニ ン グ を行 っ た 結果､ 本酵素 に は非常 に相同性が高 い が異な る 2種類
の 触媒サ ブ ユ ニ ッ トPRS I､ 戸R SIIが在 る こ と が発見された(2 8)｡ また 上 に記し
た触媒サブ ユ ニ ッ トの 部分 ア ミ ノ酸配列 の 分析結果か ら ､ 精製さ れ た ラ ッ ト肝酵素
には こ の 2種の ア イ ソ フ ォ ー ム カミ混在して い る こ と が示されたが ､ 通常 の 方法 で こ
の 2 つ を 分 け る こ と が できな い た め , 各々 の 純品を得 る こ とはできな か っ た ｡ そ こ
で 本研究 で は こ れ ら両 サ ブ ユ ニ ッ トの 機能的な違 い を明ら か にする た め に ､ 各サ ブ
ユ ニ ッ トcDN Aを大腸菌 で発現させ , 酵素を大童に調製し て各々 の 性質を検討 した ｡
こ こ で は ､ 本研究と極め て 関係 の 深 い ク ロ ー ニ ン グ実験 の 結果 の 一 部 を含めて記載
する ｡
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2 - 1 実験材料お よび方法
1) 実験材斜
脚限酵素お よ びそ の 他 のDNA修飾酵素は宝酒造､ 束 洋紡 ,
ニ ュ ー イ ン グ ラ ン ドバ
イ オ ラ ボ社 より購入 した ○ 発現 ベ ク タ
ー
pGEM
- 1お よ びpKK233-2は各々 ､ ス ト ラ 夕
ジ ー ン 社 ､ フ ァ ル マ シ アL E Bバ イ オ テ ク ノ ロ ジ
ー 社 よ り購入 した o T S K D EA E-5P W
とT SEG4 00 SWは ト ー ソ
ー 株 式会社 より購入 した o そ の 他 の 主 な試薬お よ び材料 の
入手先は 1章 に記載した通り であ る o
2) 部分 ア ミ ノ酸配列 の 決定
精製した ラ ッ ト肝PRP P合成酵素をs DS
- ポリ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル 電気泳動にか け､
34kDa触媒 サブ ユ ニ ッ トを単離した ｡
･ そ の N末お よ び トリ プ シ ン 消化 ペ プ チ ドの ア
ミ ノ 酸配列を ､ オ ン ラ イ ン 化 さ れ た 肝 L C 120 A型 を備えた ア プ ラ イ ド
バ イ オ シ ス テ
ム470A塑 プ ロ テイ ン シ ー ク エ ン サ ー に よ っ て 分析した o r e co mbin a nt r at 戸RS I､
戸R SII(rp R SI､ rPR SII)のN末端 ア ミ ノ酸配列は､ 精製 し た両酵素を10
%トリ ク
ロ ロ 酢酸で沈澱させた後､ 30%酢酸で 2回洗 い ､ 7 0%ギ酸で溶解 したも の を シ
ー ク
エ ン サ ー にか けて 決定した ｡
3) ラ ッ トp R S Iお よ びⅠⅠ発現用 プ ラ ス ミ ド の 構築
px E 233
-2の 複製起点をpG E M- 1の そ れ に置き換え, さ ら に ク ロ
ー ニ ン グ部位を増
や した ベ ク タ ー pGIEHMを作製した o こ の 改変 ベ ク タ
ー の 適切 な ク ロ ー ニ ン グ部位
に ､ 各サ ブ ユ ニ ッ トPRS I､ ⅠⅠのN末ア ミ ノ酸(戸RS Iは9残基､ PRS IIは5残基)に
対応す る合成オリ ゴ ヌ ク レ オ チ ドをア ダプ タ ー と し て ､ 各 々 の cDNAを組み入れた o
4) 大腸 菌 の 培養
上記 の 発現プ ラ ス ミ ドを1a clqリ プ レ ツ サ ー を持 っ て い る 大腸菌MV1304 に導入 し
た ｡ 形質転換された大腸菌を1m姐 チ ア ミ ン お よ び ア ン ピ シ l) ン(20pg/ml)を含む
M 9 メジ ウ ム(39)101) ッ ト ル 中 で ､ 3 0℃ で培養 した ｡ 15時間培養後､ 1m姐 イ ソ プ ロ
ピ ル ーβ - D- チ オ ガ ラ ク トピ ラ ノ シ ド(IPTG)を添加し てPRS I､ ⅠⅠの 発現を誘導し､
2 0
さ ら に3時間培養し集菌した ｡
5) そ の 他 の 方 法
酵素活性 の測定お よ び蛋白質定量は 1章 に記載 した方法 に従 っ た ｡ rp R SI､ ⅠⅠ
の 分子 量 はTS X G400 0 S W H P L Cカ ラ ム(0. 75Ⅹ6 0cm)を用 い て 決定された ｡ sI)S- ポ l)
ア ク リ ル ア ミ ドゲ ル 電気泳動 ､ 等電点電気泳動は 1章と同様 に行 っ た 0
2 - 2 実験結果
1) 触媒 サ ブ ユ ニ ッ ト の 部分 ア ミ ノ 破配列
N末 ア ミ ノ酸20残基を決定した(F ig. 7)0 4番 目 と5番 目(リ ジ ン と イ ソ ロ イ シ
ン)に少量成分と して ､ バ リ ン と ロ イ シ ン が含ま れ て い た ｡ ま た1 7番目と18番目
(リ ジ ン と イ ソ ロ イ シ ン)に も ､ ア ル ギ ニ ン と バ リ ン が少量存在し て い た ｡ ア ミ ノ酸
ピ ー ク の 詳 し い 解析か ら主要 ア ミ ノ酸と少量 ア ミ ノ酸の 比は約4:1で あ っ た ｡ さ ら
に 2 つ の トリ プ シ ン 消化 ペ プチ ドの配列､ 各々 6､ 8残基を明らかにした(Fig. 7)0
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2) 2種 の 触殊サ ブ ユ ニ ツ 計 の 存在
平良ら は触媒サブ ユ
･
ニ ッ ト の 部分 ア ミ ノ酸配列(F ig･ 7)を基 に cDN Aク ロ
ー ニ ン
グを行 っ た ｡ そ の 結果 ､
■
触媒サ ブ ユ ニ ッ ト に は 相 同性 の 高 い 2種類 の ア イ ソ フ ォ
ー
ム が存在す る こ と が明らか に な っ た(28)o こ れ は本研究 にと っ て 重要な知見
で あ
る の で ､ 本項 に 主要な結果(Fig. 8お よ びF ig･ 9)を示 し ､ 概要 を記載する ｡
晴乳類 の コ ドン 侯位表(40)を参考に して ､ 部分 ア ミ ノ酸配列 に対応す る オ リ
ゴ
ヌ ク レオチ ドを合成し､ プ ロ ー ブ に 用 い て , 酵素含量 の 高 い
■
吉 田肉腫 の
p oly(A)＋RN Aか ら作製したcDN Aライ ブ ラ リ
ー を ス ク リ ー ニ ン グ した o そ の 結果 ､
制限酵素切断部位 の 異な る 2種 の ク ロ
ー ン が得られた の で ､ 各 々 の ク ロ ー ン の 翻訳
領域とそ の近辺を両方向に シ ー クよ ン ス し , 塩 基配列を決定した(F ig･ 8)o 両
｡DN Aとも ､ 翻訳領域 の 大きさは954塩基対 であり ､ 81 %の 相同性があ っ た o ア ミ ノ
酸残基として は どち らも開始 メ チ オ ニ ン の 後に317残基あ っ た(F ig･ 8)o しか し
5
,
- お よ び3
,
一 例 の 非翻訳領域 の 塩基配列は異な っ て い る こ と か ら ､ こ の 2 つ の
｡D NAは異な る遺伝子から転写された別 々 の mR N Aに 起因して い る と考えられた o
得 ら れた両ク ロ ー ン とも ､ 酵素蛋白質の解析より明らか にな っ たN末端お よ び 2
っ の トリ プ シ ン 消化 ペ プチ ドの ア ミ ノ酸配列(Fig. 7)､ さ ら に ､ 1 章 で 決定され
たc末 ア ミ ノ酸(ロ イ シ ン)と 一 致 し た配列を コ ー ドし て い た(F ig. 8)｡ 結果 1 で
述 べ た よう に , N末 ア ミ ノ 酸配列の 4､ 5､ 17､ 18番 目 は ､ 主 要 ア ミ ノ 酸と小量 ア ミ
ノ酸を約4 ･.1 の比 で 含ん で い た(Fig. 7). 得 られ た 2 つ の ク ロ ー ン の う ち ､
一 方は
主要 ア ミ ノ酸を ､ 他方 は小量 ア ミ ノ酸を コ ー ドし て い た ｡ こ の 結果は ラ ッ ト肝酵素
の 触媒サ ブ ユ ニ ッ ト に は主要成分と少量成分 の 2種 の ア イ ソ フ ォ
ー ム が ある こ と を
示 して い る ｡ そ こ で各々 の 蛋白質がPRS I､ ⅠⅠと名付けられた ｡ ま た ､ 精製 ラ ッ ト
肝臓酵素 の34 kDa蛋 白質 が 両 サ ブ ユ ニ ッ ト の ア ミ ノ 酸配列を持 っ て い た こ と は ､ 肝
臓酵素がPRS IとⅠⅠの 混合物 である こ と を示して い る ｡
開始 メ チ オ ニ ン を 除い て 計算 した分子量は ､ P良S Iが34,7 02､ 戸R S I Iが34,681
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と どちらも蛋 白質 の解析か ら得た借､ 34, 000と･ ほ ぼ 一 致 した ｡ 両 サ ブ ユ ニ ッ ト の
推定ア
,
ミ ノ 駿配列は96%一 致 して おり非常 に相同性が高か っ た o 即ち ､ 317残基 の
うち異な る ア ミ ノ酸は13残基だけであり､ そ のうち7残基はLe u/Val/I le ､
Arg/Lys ､ Se r/T br ､ Asp/Glu(F ig. 9)と い っ た保存置換 であ っ た ｡ す で に ク ロ
ー
ニ ン グさ れ て い る 大腸菌酵素 の 配列とは47 %相 同で あ っ た ｡ 3 著聞 で 比較的よく保
存され て い る 領域(配列2 1 2- 22 7番 目)に ､ 推定p R P P結合部位(2 0､ 4 1)が見 い だ さ
れ た(F ig. 9). 一 方 ､ ATP結合部位に関して は , 蛋白質リ ン酸化酵素群 に見られ る
ような典型 的な部位(42)は存在 しなか っ たが.､ Fryら が報告したA T P結合 に関わ る
3 つ の 部位(43)に対応す る と考えられる箇所が見 い ださ れ た(F ig. 9)o
p RS I､ ⅠⅠに つ い て各cDN Aを プ ロ ー ブと し て ､ ラ ッ ト肝臓と青田肉腫のRN Aを
ノ ー ザ ン ハ イ プリ ダイ ゼ - シ ョ ン した結果､ 戸R S ImR N Aは2.3k i lobas e s(k b)であ
り , 戸RS IImR N Aは3. 7 kb であ っ た ｡
3) 大腸菌 で の ラ ッ トP RS Iお よ びpR S II の発現
方法 3 に従 っ てPRS I､ ⅠⅠの cDNAを改変 ベ ク タ ー に 組み入れ ､ 発現 プ ラ ス ミ ド
pErI､ pRrIIを構築した(Fig. 10)｡ 両 プラ ス ミ ドは ､ 強く しかも制御可能なtr c
プ ロ モ ー タ ー ､ リ ボ ゾ ー ム 結合部位 ､ その 後 にcDNA挿入部分 ､ 転写終結領域r r nB
を 持 っ て い る ｡ pErI に挿入されたcDN Aは , P 良S Iの 全翻訳領域954塩基対 , そ の 3
'
側 に240塩基対 の非翻訳領域を含み､ pErII ではPRS Iの 全翻訳領域954塩基対 と
3
･ 側 に1,100塩基対 の 非翻訳領域右含ん で い る ｡ 発現 プ ラ ス ミ ドの cDNA挿入部分 の
塩基配列を調 べ ､ 正 し い 配列が組み込まれ て い る こ とを確認した ○
上 記 の プ ラ ス ミ ドpErI､ pKrI Iで 形質転換さ れ た大腸菌M V1304/pKrI､
M V130 4/pKrI IにIP T Gを添加し て プラ ス ミ ドの 発現を誇導した ｡ こ の 菌体抽出液 の
活性 は ､ I
.
PT G添加後2時間以内に増加 し､ 314時間後 に最大 に な っ た(結果省略)o 4
時間後の ､ pKrI､ pErIIお よ び コ ン ト ロ
ー ル と し て ベ ク タ ー pG IXHMの み を含む菌
体抽出液 の活性は ､ 各々720､ 4 00､ 2 0mi l l iu nits/mgであ っ た ｡ コ ン ト ロ
ー ル で
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I= G CCÅC C A A A G T T TAT G CT AT TCT T AC CC AT G G ÅA TC TT CT C TG GG CC ÅG CT AT T TC CÅG AA T AÅÅTA ÅT G CT GCCT G 九九G CA G T TG TT
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検出される低 い 活性は, 大腸菌自身のPRP合成酵素によ るもの である o
逢) r e c o 乱bina 且tラ ッ トP盈S I, P 監SII(rp盈S Ⅰ､ rP 監S I)の鰭饗
大腸菌の酵素とr e c oふbin a nt酵素は相同性が高 い(ア ミ ノ酸配列が47%
一 致)ため ､
こ れ らを分離す る の は難し い と考えられた o そ こ で 大腸菌酵素 の 発現 が抑えられ る
ような培養条件を検討した o Tab le I I に示 した よう に , M9メ ジ ウ ム ､ 30℃ で培養
された時 , コ ン ト ロ ー ルMV1304/pGIEHMの 活性は低く ､
一 方MV 1304/pErIの 活性は
他 の条件 に比 べ 高か っ た . 従 っ て こ の 条件で大腸菌を大量に培養 し精教材料としたo
精 掛 こ関する全 て の操作は4℃ で行 っ た o 使用した全 て のbuffe rに は酵素の安定
化剤(1章 に記載)を添加した ｡
大腸菌抽出液 の 調製 :方法 4 に凝 っ て rPRS Iあ る い はrPRS IIを発現 させた菌体
を, 少量 の0. 1皿M P MSFを含む5 0皿M リ ン 酸 カリ ウ ム ､ ptI7.4 に浮遊させ ､ 1mg/ml
濃度の リ ゾチ ー ム で20分間処理 した後､ 同buffe rを加えて 菌体重量 の6倍量 に し たo
こ れ を超音波破砕後､ 10,0 00Ⅹ g､ 15分間遠心して 上浦 の 菌体抽出液を得た o
ポリ エ チ レ ン グリ コ ー ル 沈澱お よ び酸沈澱 : こ の 2 ス テ ッ プ は ､ 基本 的に は 1単
に記載 した方法 に従 っ て行 っ た ｡ rp R S Iの 精製 に 際し て は , 上 記 の 菌体抽 出液を
ポリ エ チ レ ン グリ コ ー ル6,0 00(3%) で分画し て得られた沈澱 を ､ o. 1mM PM SFを
含む50皿M リ ン 酸カ 1)ウ ム , pH7. 4 に 溶か して ､ 蚤白波度を3. 3mg/ml(Br ad fムrd
法(34)に よ る) とした後, pHを6. 15に下 げて酵素を沈澱させ た ｡ 同様 に rPRS I I
の 精製 で は ､ 菌体抽出液 の ポ リ エ チ レ ン グリ コ ー ル (5%) 沈澱を ､ さ ら にpH5. 8 5
で 沈澱させ て酵素を得た｡ 各酸沈澱を上記の buf fe rで 溶 か し ､ 蛋白漉度を5mg/ml
と し て - 8 0℃ に保存した ｡
DEAE-5PW HPLC:上記の酸沈澱画分の5mg相当を , 30mM リ ン 酸 カ l) ウ ム ,
pH7.4(安定化剤 の か わりに6皿M 塩化 マ グネ シ ウ ム お よ びo. 1皿M EI)TA のみを含む)
で平衡化 したDE A E-5P WHPLCカ ラ ム(0. 7 5Ⅹ7. 5cn)に か け , 100皿M リ ン 酸 カ リ ウ ム ､
pH 6. 8(全 て の 安定化剤を含む)に塩化 カ リ ウ ムO 1 0. 3M の直線濃度勾配 を つ け て溶出
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●
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●
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Tab le エ= =｡ P R p P昏ynt払eta 8 e a ctivitie s im EB Che richi& c ol i
c el 且8 C Ⅶ且tu r ed u nde 訂 V a r且o u 8 CO nd 且tio n 8. The a . c ol i c el ls
w e r e c ultu r ed u nde r the 土nd j_ ロated c o nd 土七土o ns a nd ha r v e sted afte r a
3_ h indu ctio n with 1m捜 = P T G｡ The c el ls w e r ed is r upted by
s o nic atio n a nd c e ntri fuged at 1 0(00 0Ⅹ g fo r 1 5 min ･ The
supe r nata nt w a s a s s ayed fo r P ⅣP syntheta s e a ctivitie s a nd pr otei
n
c o n c e ntr atio n s.
P R P Psynthetase a ctivities
Cultur e med ium Temper atur e
H V130 4/pGIK H M 班V1 3 0 4/pKr=
M9a
M9
a
LB
b
LB
b
o
C
3 0
37
30
37
m土1 1 土un土ts/mg
0 . 3 9 1′9 0 0
4 .7 2′0 0
9.5 72 0
41 1′0 40
a
co ntaining O ･ 4% (w/v)
b
co ntaining O ･ 1 %(w/v)
glu c o s e･
glu c o s e･
2 7
した｡ 活性ある フ ラ ク シ ョ ン を集め ､ 50nM リ ン醸カリ ウム , pH7･4 で 透析した後､
小 分けし て - 8 0℃ に保存した｡ サ ブ ユ ニ ッ トの 性質を調 べ る実験 には全 て こ の 襟
品を使用した ｡
以上 ､ 精製を行 っ た結果をTable IVに , ま た各精製段階の 標品をsDS ∵デル 電気
泳動 した結果をF ig. 1 1に 示 した ｡ ほ と ん どの 大腸菌黄白賓はポリ エ チ レ ン グリ コ
ー ル 分 画 で 除 か れた ｡ 両 サ ブ ユ ニ ッ トとも最終 の D E A E- 5P W H P L Cス テ ッ プ の 標品 は ､
ラ ツ 十肝酵素 の 触媒サ ブ ユ ニ ッ トの 分子質量34kDaと
一 致す る移動度を持 っ た バ ン
ド ー 本 だけで あ っ た ｡ 最終此活性はrPRS I､ ⅠⅠ各々25,700, 34,5 00
皿iliu nits/mgで あり ､ ⅠⅠの 方がⅠより少し高か っ た(約1.3倍)0
精製された rp R S I, ⅠⅠに大腸菌酵素が混在し て い な い こ と を確認するた め ､ N末
ア ミ ノ 酸配列を分析 した ｡ 発現された両 サ ブ ユ ニ ッ ト の 開始 メ チ オ ニ ン は 完 全 に は
除か れ て お らず､ その た めN末が 1個ずれた 2種類の 配列が続 い て い た ｡ 例 え ば
rpRS I の 3サイ ク ル めは , イ ソ ロ イ シ ン1 14p皿01と ア ス パ ラ ギ ン(本来なら 2 サ イ
ク ル め)7.7pm ol の2種類 の ア ミ ノ酸が検出された ｡ しか し大腸菌酵素の 3番目 の ア
ミ ノ醸である メ チ オ ニ ン は検出されな か っ た(検出感度を考慮 に入れる とo. 1pmol
以 下)｡ 両 サ ブ ユ ニ ッ トの 9 番 目ま で の 配列を決定した結果, どち ら も cDN Aか ら推
定された配列(28)と 一 致 して おり､ 大腸菌酵素 の 配列は どこ にも見 い だ きれなか
つ た(結果省略)｡ また開始 メ チ オ ニ ン を 除去され て い た割合は ､ rp R S Iで は40%､
rP RS II では65%で あ っ た ｡
5) 酵素化学的性質
rp RS Iお よ びⅠⅠの 主な性質をTable Vに示 した｡ 噛乳類 の本酵素は巨大な重合体として
存在 し て おり(21､ 24､ 2 5, 4 4)､ ラ ッ ト肝酵素は分子質量1,000kDa以 上(1章 に
記載)であ る o 大腸菌で発現された両サ ブ ユ ニ ッ トをTSE G4000SWゲ ル 洩過 に かけ
る と ､ rp RS Iは ラ ッ ト肝酵素とほぼ同 じ1,0 00kDa ､ rPRS IIは そ れ よりやや小さ
い 550kDaと ､ どち らも非常 に大きな分子質量を持 っ て い た ｡ こ の こ とか ら ､ 両サ
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pu ri f ic atio n of rP R S =a nd rp R S エZ･ 息 ′ pu ri fic atio n of rP RS = ･
I･a n e s1. 1 2p g of pr otein of s olub le fr a ctio n fr o mE ･ c ol i c el l
lys ate v
･ 2t 3 岬 Of pr otein of polyethyle n eglyc ol pr e c ipitate; 3′
■
2 lAg Of pr otein of a cidpr e c ipitate; 4. 2 p gof pr otein
●
of po oled
fr a ctio n fr o m D E A R- 5PW H P LC. B′ 2 l九g Of P R P Psyntheta s e
fro m r at live r｡ a, pu ri fic atio n of rP RS Z =. La n e s1 - 4.
in pa n el A . Pr otein s w e r e stain ed with Co o m a s sie Blu e｡
tria ngle deslgn ateS the mob i lity of the 3 4- kDa s ubu nit of
*
liv e r P R P Psyntheta s e.
pu ri f led
the s a me a s
℡he b la ck
the r at
ブ ユ ニ ッ トは各 々 単独 で 重合体を形成す る こ とが分か っ た ｡ 基 質ATPお よ びリ ボ -
ス ー 5 - リ ン 醸に対す るKn備 に大きな差 はな か っ た . 一 方 ､ 熟安定性 に は大き な差が
あり､ 12pg/ml の蛋白濃度, 49℃ で , 活性が1/2 に失活す る の に要す る 時間は､
rp RS I Iはo. 5分 で ある の に対し て ､ rP RS Iは90分 であり , rp RS Iの 方 が180倍も
安定であ っ た ｡
3 0
Tab le V ｡ C¢ 弧P亀E?血路⑳弧 ⑳盟 p監⑳peT 忠且
'
e 昏 ◎蜜 E?野鼠S エ 亀n盛 TP 汲S E E｡
Fo r de七e r mim atio n of the ap pa r e n七 度ぬ v alues , a s s ays w e re c o nducted
at 3 7
o
C in l O血紙 po七a s sium pho sphate , 5 0 mM pota s siu m HEPE S buffe r,
pH 7申 4｡ Fo r the 尻耶 Of A T Pg 七he 放gC!且2 C O n C e ntr atio n w a s4 rnH e x c
es s
o ve r the c o n c e ntr atio n of A T Pu a nd the A T Pc o n c e ntr atio n w a s v a ried.
For the 農地 of ribo s e- 5 - pho spha七e v the 紙gC12 C O n C e ntr atio n w a s4 T
nM(
a nd the ri bo 5 e- 5 - pho sphate くコO n C e ntr atio n w a s v a ried｡ The
c on c e n七ごatio n s of 七he othe r c o mpo n e nts w e r ef ix ed a s de s c ribed u nde r
”
雑ate rials a nd 拭ethods 中 日 The v alu e s w e r edete r min ed u sing a
Lin e w e a v e r- Bu rk plot ｡ ℡he hal f- lif怨 of he at in a ctiv a七io n was
dete r min ed a七 a pr otein c o n c e n七ra七i m of 1 2BAg/ml in 5 0rnH pota s siu m
pho sphate (pH 7｡亀) c o ntaining
.
the e n zym e- stabil izing age nts ｡
rP RS = rPRS =
Mole くコula r w eight
Gel f i L七r a七io n
SDS - PA GE
=soele ctric point
Ap par en七 展加 (BAH)
A T P
7 0 0uOO O- 1g2 0 0uO O O 55 0,0 0 0
3逢vO OO 34,0 0 0
4｡4 4.3
R i bo s e- 5 -pho sphate
Half - l ife of in a ctiv atio n
at 4 9
o
C(min)
4 4 6 0
4 0 7 3
9 0 0 .5
6) 無磯 リ ン 醸お よ び硫酸イ オ ン に よ る活性化
無機リ ン 酸はPRPP合成酵素の 必須活性化因子 であ る こ とか ら ､ 細胞内の 無棟リ
ン醸濃度は､ 1 つ の 主 要 な活性調節因子 であ る と考えられ て い る(44)｡ rPRS I,
ⅠⅠの 無機リ ン 醸要求性を比較す る と ､ どち ら もo.4mM以下 で は活性 が なく , 1 - 5 0nM
で は濃度 に応 じて双曲線状 に活性化された(結果省略)｡ 最大活性化 の1/2の 効果を
与え る無機リ ン醸の濃度は , rPR SI､ I Iに お い て各々1. 8mM, 2. 4mMと ほ と ん ど差
が なか っ た ｡
硫酸イ オ ン は無機リ ン 酸の 酵素活性化作用を部分的 に代行したが ､ 両サ ブ ユ ニ ッ
トに 対す る効果は異な っ て い た ｡ rp R S Iは硫酸 カ リ ウ ム6 0mM以 上 で活性が最大と
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な る(F ig. 1 2)が ､ そ の 値 は無機リ ン酸50mMで 発揮され る活性
の43%で あ っ た o 一
方 ､ rp RS I Iは硫酸 カ リ ウ ム20- 4 0mM の時 に活性が最大 に なり､ そ れ 以 上
の 濃度 で
は活性 が 阻害された｡ こ の 最大活性 は無機リ ン醸に よ っ て 発揮され る活性 の 7 %に
すぎな か っ た ｡ ま た硫酸イオ ン は , 無機リ ン酸と共存させ る と無機リ ン 酸の 活性化
作用 を抑制した ｡ 阻害の 様式は , rP R S I Iにお い て は 括抗的 で あ る が ､ rP R S Iに お
い て は ､ 単純 な措抗で はなく , 無機リ ン 醸濃度を増やし て も硫酸イオ ン の 阻害効果
を打ち消す こ と は できなか っ た(結果省略)0
1 5
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Fig｡ 1 2. 且ctiv atio n of pu ri f ied rp R S 王a nd rP R S Z =by
8 uエfa七e ion . S ta nda rd assay co nd itio n s w e r e u s ed′ x c ept t hat
K2S O4 in ste ad of pota s siu m pho sphate w a s ad ded at the ind ic ated
c o n c e ntr atio n s｡ The e n zym e w a s ad ded fr o m a sto ck s olutio n
c o ntaining 5 0rnM pota s siu m pho sphate , a nd the c o n c e ntr atio n of Pi
br o ught in by the e n zym e pr epa r atio n w a sO｡ 0 6 m紙 ｡
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7) ヌ ク レ オ チ ドに よる活性阻害
多く のP RPP合成酵素はヌ ク レオ チ ド(特 にADP､ GDP)に より活性が阻害され る
(23)｡ そ こ で rp R S Iお よ びⅠⅠの ヌ ク レ オ チ ドに よ る活性阻害を比較 した(Tab le
vI)｡ 両 サ ブ ユ ニ ッ トとも ､ ADp､ GDPお よ び産物 であ るAMPに より最も強く阻害さ
れた ｡ 他 の ヌ ク レ オ チ ドの 効果は弱く､ 雨晴性をo- 19%阻害しただけであ っ た o し
か し両サ ブ ユ ニ ッ トのADP､ GDPに対す る感受性には著し い 差があ っ た ｡ 即ち ､
o.3mM ADPに よりrpRS Iは87%阻害さ れる が ､ rP RS IIは54% の阻害 ､ 1mM GDP に よ
る 阻害 は各 々93%､ 2 4%で あ っ た ｡
Tab le V =｡ E 地 i bi忠且o 弧 ¢f rP 汲S エ a nd TP R S 王=by n u cle oti de 各･
sta nda rd a s say c o nditio n s(0. 4 m紙 A T P, 0･2 Ⅱ朗 ribo s e
- 5- pho sphate ,
4 由比 HgC 12, 1 0血比 p
ota s siu m pho sphate , pH 7 ･ 4) we r e u s ed ｡
Åc七土Ⅴ土七y
エnh 土b 土七o r Co n centr aセエo n
七e s七ed rp R S = rP RS = =
血M 亀 of c o ntr ol
No n e
A D P
A M P
G ℡p
GOP
GM p
U T P
U D P
U H F
CT P
1.
0.
0 ｡
0｡
1.
1｡
1 ｡
0 .
0｡
1｡
1｡
1｡
ユ ｡
1｡
0
3
1
05
0
0
0
5
2
0
0
0
0
0
10 0
2
1 3
55
77
3 4
8 1
7
56
8 2
89
96
96
9 4
1 0 0
1 0 0
2
4 6
6
`
81
31
8
■
7
9
9
9
8
9
9
8
7
0
6
7
6
5
8
0
7
2
1
7
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2 - 3 考 察
ク ロ ー ニ ン グ実験か ら､ ラ ッ トPRP P合成酵素の 触媒サブ
ユ ニ ッ ト に は ､ 非 馴 こ
相同性 の 高 い 2種の アイ ソ フ ォ ー ムPRSI, ⅠⅠが在る こ と が明らかにな っ た(28)o
精袈された ラ ッ ト肝酵素 の34kDa触媒サブ ユ ニ ッ ト はpRS Iと ‖ を4:1の 此 で含む
混在物であり, 通 常の 精製法で こ の 2 つ を 分ける こ と は不可能 で あ る o そ こ で 各
cDN Aを大腸菌内で発現させ ､ 両 サ ブ ユ ニ ッ トを精製 し ､ 性質を比 較検討 した o
両サ ブ ユ ニ ッ トとも 3段階 の 精製操作で純粋にする ことが で きた(Tab le I V､
F ig. l l)0 10リ ッ トル の 培養液か ら得た菌体を材料 に して ､ rP RS Iは約5 0mg､
rp R S I Iは約15mgの 耗品が得 られたo こ れ は ラ ッ ト約500匹 の 肝臓から得 られ る酵
素量 に 匹敵す る ｡ 屑 者は各 々 単独 で活性を持 つ が , そ の 比活性 は ラ ッ ト肝酵素の
ヘ
テ ロ 重 合体 中の 触媒サ ブ ユ ニ ッ トあ たりの 億(10,000 mi l l iu ni ts/mg)に 比 べ ､
2. 5- 3. 5倍高か っ た ｡ こ の 事実は , 重合体に存在する39､ 4 1kDa他成分が触媒活性
を抑制し て い る 可能性を示唆する ｡
精製さ れ たrpRS I､ ⅠⅠのN末端 ア ミ ノ酸配列を分析した結果 ､ ラ ッ ト肝臓(Fig･
7)や大腸菌(20)の 酵素と異なり､ 開始メ チ オ ニ ン が完全 には除かれ て い な か っ た o
異種蛋白質を大腸菌内で過剰生産する と 同様 の 問題が起 こ る こ と が報告さ れ て い る
(45)｡ 余分 に つ い て い る メ チ オ ニ ン が酵素の 活性や性質に影響を与え る 可能性を
全く否定する こ と は できな い ｡･
2 つ の サ ブ ユ ニ ッ トは ､ 活性化因子である無機リ ン酸の 要求性 に は差が なか っ た
硫酸イ オ ンも無機リ ン酸と同様 に酵素を活性化する こ と が分か っ た(Fig. 12)が ､
そ の 効果峠rP R S I､ ⅠⅠで 異 な っ て い た . 硫酸イ オ ン が 生 理 的 に 重 要 な意味を持 つ
と は考え にく い が ､ 酵素の サ ブ ユ ニ ッ ト組成を調 べ る 手段と し て 利 用 しう る と考え
られ る ｡ 両サ ブ ユ ニ ッ トともADP､ GI)P により活性が 阻害さ れ る が ､ そ の 感受性も
違 っ て おり ､ rp RS Iの 方がrPRS IIに比 べ より強く阻害された ｡ 2 つ の サ ブ ユ ニ ッ
ト は13 アミ ノ酸が異なるが ､ そ のうち7つ は保存置換で あ っ た ｡ 残り の6つ の ア ミ
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ノ醸のうち､ 4番目と152番目は ､ 戸RS Iで は どちらもリ ジ ン で ある の に ､ P 良S I･Ⅰ
で は バ リ ン と グ ル タ ミ ン で あ る . こ の 2 カ所 に よ っ てP R S Iは
.
よ り プ ラ ス に荷電 さ
れて い る ｡ 従 っ て こ の如位 が ､ 両 サ ブ ユ ニ ッ ト の 硫酸イ オ ン や ヌ ク レ オ チ ドに対す
る感受性の差に関わ っ て い る 可能性が考えられ る ｡
両サ ブ ユ ニ ッ ト の cDNAを プ ロ ー ブと し て ､ ラ ッ ト各種臓希にお けるmRNAの 発現L
を調 べ た結果､ PRS ImRNA､ P RS IImRNAとも多く の 臓器で検出されたが ､ そ の
相対量 は臓界 に より異な っ て い た(46)｡ 従 っ て ､ 両 蛋白質 の 量比 も異な る と推測
され ､ 本 酵素 の 調節的性質に は臓器特異性があ る可 能性 が示唆された 0
2 - 4 小 括
pRPp合成酵素 の34kDa蛋白質の 部分ア ミ ノ酸配列を決定した ｡ こ れ を基 に行われ
たク ロ ー ニ ン グ実験か ら ､ 本 酵素 に は非常 に相同性が高 い(ア ミ ノ酸残基とし て
96 % 一 致)が異な る 2種の 触媒サ ブ ユ ニ ッ トpRS I, P 良S I Iが在る こ と が示された
(28)｡ 本研究で は ､ 各サ ブ ユ ニ ッ トcDN Aを大腸菌 で発現させ ､ 酵素を大量 に調製
し て各々 の 性質を検討した ｡ 各サ ブ ユ ニ ッ トcDN Aで 形質転換された大腸菌 の抽出
液を ､ ポ リ エ チ レ ン グリ コ ー ル 分画､ 醸沈澱分画､ DE A E- 5PW H P LC の3 段階で精製
し､ 両 者 と も純品が得られた ｡ 両サ ブ ユ ニ ッ トとも単独 で活性があり ､ 比活性は
r e｡ ｡mb in a nt P R S I､ ⅠⅠ各 々25, 70 0､ 34,500 mi lliu nits/mgとⅠⅠの 方がⅠよ り
少･L高か っ た(約1.3倍). sos - ゲ ル 電気泳動上 で の 分子質量 はどちらも34kDa で あ
り ､ 基質 に対す るKn倦 ､ 活性化因子 であ る無機リ ン醸の要求性 に は大きな差が な
か っ た ｡ 両者 ともADP､ G DP により活性が阻害されるが ､ そ の 感受性には著し い 差
があ っ た ｡ 即ち ､ o.3mM ADPに よりpRS Iは87%阻害され る が ､ 戸R SIIは54%の 阻害 ､
1mM GDPに よ る 阻害 は 各々 93%､ 2 4%で あ っ た ｡ ま た熟安定性 に も大きな差があり､
ⅠはⅠⅠよ り はる か に安定で あ っ た ｡
以 上 ､ 本酵素 の 触媒サ ブ ユ ニ ッ ト に は非常 に相同性 の 高 い 2種の ア イ ソ フ ォ
ー ム
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戸R S I､ ⅠⅠが存在す る が ､ こ れ ら は どち ら も単独 で活性があり ､ 調節的性質 に は遠
い があ る こ と が明らか に な っ た ｡
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第3章 ラ ッ ト肝臓p RPP合成酵素の その 他の構成者 自質の構造と性質
第 1章 で ､ 精製 さ れ た ラ ッ ト肝PRPP合成酵素は3 4､ 3 9､ 41kDaの 3 つ の 蛋白質成
分を含む複合体 として存在す る こ と が示唆され , こ の う ち34kI)a蛋 白質を触媒活性
を持 つ サ ブ ユ ニ ッ ト と同定した ｡ ク ロ ー ニ ン グ実験か ら , 触媒サ ブ ユ ニ ッ トに は相
同性 の 高 い 2種類 の ア イ ソ フ ォ ー ムPRS Iお よ びp R SIIが存在す る こ と が明らか に
な っ た(28)｡ 次 い で 2章の 大腸菌における蛋白質発現実験により ､ こ の 2種の 触
媒サ ブ ユ ニ ッ ト は各々単独 で 活性があるが ､ 調節的性質には違 い があ る こ とも分か
っ た ｡ さ ら に こ れ ら の 研究 で ､ 39､ 4:1 kI)a の 他成分の 作用を裏付け る 重 要 な知見が
得 られた ｡ 即ち ､ ラ ッ ト肝臓酵素を1 M塩化 マ グネ シ ウ ム 処理する こ と に より複合
体から遊離された触媒サブ ユ ニ ッ トの 活性は ､ 解離常 に比 べ て 明 らか に上昇し て い
た ｡ また大腸菌 で発現さ れ精製された 2種の触媒サ ブ ユ ニ ッ トp R S I､ ⅠⅠの 比活性
は各々 ､ 2 5,7 00, 34,500mi l liu nits/mgで あり ､ ラ ッ ト肝 ヘ テ ロ 重合体酵素中の
触媒サ ブ ユ ニ ッ ト当りの 億 ､ 1 0, 00 0mi ll iu ni ts/mgに比 べ て2.5
- 3. 5倍 高か っ た o
こ れ ら の 事実は ､ 他の 蛋白質成分は単な る爽雑物 で は なく ､ 触媒サ ブ ユ ニ ッ トと分
子 レ ベ ル で 複合体を作り､ 酵素活性を抑制し て い る こ とを推測させる ｡ そ こ で 我々
は こ れ ら の 他成分をp R P Psyntheta s e- a s s o ciated p
･
r otein s(P APs)と命名したo
しか し通常 の精製法で 他成分を単離する こ と は できな い た め機能の 詳細 は不明であ
っ た ｡
本章 で は ､ こ れ ら他 の 蛋白質成分 の構造､ 性質, 機能解明を目指し て ､ ま ず量的
に多 い 39kDaの PRP P syntbeta se - a ss ociat ed pr otein (P A P39)の?DN Aク ロ
ー ニ
ン グを行 い ペ プチ ド鎖 の 一 次構造を明らか に した o 続 い て ､ 推定ア ミ ノ酸配列を基
に作製 した特異抗体を用 い てP AP39と触媒サブ ユ ニ ッ トの 結合を証明し､ さ ら に
p AP3 9が活性を抑制し て い る と い う証拠を得た ｡
37
3 - 1 実験材料およ び方法
1) # & # #
ペ プ チ ド合成 は ペ プチ ド研究所 に依頼した o ジ メ チ ル ス ベ リ ミ デ
ー ト は シ グ マ 社
より､ か さ貝 の ヘ モ シ ア ニ ン は カ ル ビオ ケ ム 社 より購入 した o また九ZapIIは ス ト
ラ タ ジ ー ン 社 より ､ polyvinylide n edifluoride(P VDF)膜 は ミ リ ポ ア社 より購入
した ｡ リ ジ ル エ ン ドペ プチ ダ ー ゼ およ び トリ プシ ン は各々 ､ 和光純薬､ シ グ マ 社 か
ら購入 した . ビ オ チ ン 化さ れた抗 ウサ ギIgG抗体お よ びナ ビ ジ ン
- ビ オ チ ン 化 ペ ル
ォ キ シ ダ ー ゼ は ベ ク タ ー 社 よ り購入した ｡ そ の 他 の 主 な試薬お よ び材料 の 入手先は
1章 に記載した通り である ｡
2) p AP39の 単雄お よ び部 分 ア ミ ノ 酸配列 の 決定
第1章に記載した方法で精製された ラ ッ ト肝P RPP合成酵素(30pg)を10% SDS
- ポ
リ ア ク リ ル ア ミ ドゲ ル 電気泳動 した｡ 39kDaバ ン ドを切り出し､ 川 崎 ら の 方法(47)
に従 っ て リ ジ)I, エ ン ドペ プチ ダ ー ゼ で 消化した o 消化産物をvyda c C18避相HPL Cカ
ラ ム に かけ ､ 0.9%トリ フ ル オ ロ 酢酸に0-8 0% のア セ ト ニ トリ ル 直線濃度勾配を つ け
て 溶出した ｡ 得 ら れた ペ プチ ド断片 の 部分ア ミ ノ酸配列をア プ ラ イ ド バ イ オ シ ス テ
ム47 7 A型 プ ロ テ イ ン シ ー ク エ ン サ ー で 分析 した｡
3) cD N Aク ロ ー ニ ン グ お よ び塩基配列 の 決定
皿ix ed ol igo n u cle ot i de prim ed a mpli f ic at io n of cI)N A 略 して M O P AC法
(48)を用 い て ク ロ ー ニ ン グ した ｡ プ ラ イ マ ー と し て ､ 適当 な制限酵素切断部位を
つ な い だ 2種の mix edオ リ ゴ ヌ ク レ オチ ド(p AP39 のペ プチ ドⅤ(F ig. 13A)のN末 ア
ミ ノ酸か ら7残基ま で の 配列 に対応す る5' - セ ン ス プ ラ イ マ ー と , 同 じく ペ プチ ドⅤ
の 1 8番目か ら23番目ま で の6残基 に対応する3' - ア ン チ セ ン ス プ ラ イ マ ー )を合成 し
て使用 した ｡ ラ ッ ト肝p｡1y(A)＋R N Aを鋳型 に ､ 上 記 の 2 種類 の プ ラ イ マ ー を用 い て
30サ イ ク ル 増幅反応させ
.
, 目的の85塩基対断片を得た ｡ こ の 断片 の 塩基配列は
PA P39ペ プ チ ドⅤの ア ミ ノ 酸配列 に対応し て い た ｡
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グ ア ニ ジ ン イ ソ チ オ シ アネ - I/セ シ ウ ･ムク ロ ラ イ ド法により調製した ラ ツ ･ト肝
嘩 の 全R N Aを オ リ ゴ(dT)- c el luloseカ ラ ム に か け てpoly(A)＋R N Aを精製 した(39)0
こ れ を鋳型 に し て構築したA.ZapII cDN Aラ イ ブ ラリ ー (49)を大腸菌 に感染させ た ｡
得 ら れ た フ ァ ー ジ プ ラ ー ク のDNA(cDNAを含む)杏 , フ ィ ル タ ー に 固定し ､ 上 記 の
凹OPAC産物を32p で標識したプ ロ ー ブ で ハ イ プリ ダイ ズ した｡ こ の 反応は ､
5ⅩSSP E(0. 9 M塩化ナ トリ ウ ム お よび 5mM EI)TAを含む 50m姐 リ ン酸ナトリ ウ ム ､
pH 7. 0)､ 5ⅩDe nha rdt
'
s溶液(o. 1 % フ ィコ ー ル , 0. 1 %ポリ ビ ニ ル ピ ロ リ ドン ､ 0. 1%
ウ シ 血清 ア ル ブ ミ ン)､ 0. 1%SDSお よ びo. 2ng/ml濃度 の超音波処理 したサケ精子
DN Aを含ん だ溶液中､ 68℃ で イ ン キ エ ペ - 卜 して 行 わ れた ｡ 12 1 16時間後 , フ ィ ル
タ ー を ､ 6 8℃ ､ 2ⅩSSC(0. 3 M塩化ナトリ ウ ムを含む 30皿M ク エ ン 酸ナ トリ ウ ム)お
よ びo. 1%S DSを含む 20mM リ ン 醸ナ トリ ウ ム ､ pH7.0 で90- 120分間洗 っ た後 ､ x線
フ イ ル ム に 露出 して ､ プ ロ ー ブ と ハ イ プリ ダイ ズする ク ロ ー ン を ス ク リ ー ニ ン グ し
た ｡ 目 的 の 組換え フ ァ ー ジ 体 か ら ､ 挿入 cD N Aを含 むDN A断片を 1
-
a v l
'
v o ex cisio n
反 応 で切出し ､ 制 限酵素切断部位を決定した ｡ 塩基配列の 決定は､ cDN A挿入部分
をM13mp18お よ び19フ ァ ー ジのDN Aに つ な い で 一 本鎖DN Aを得､ ジ デ オ キ シ法(50)
を用 い て 行 っ た ｡
4) 架鶴 実験
DE A E- ト ヨ パ ー ル650Sス テ ッ プま で精製された ラ ッ ト肝酵素(1章参照)を使用 し
た ｡ Ludu e n aらの 方法(51)に従 い , 酵素標晶(28pg)をo.2 5mg/ml濃度 で ､ 15mM
ジ メ チ ル ス ベ リ ミ デ ー ト により ､ 23℃ ､ 2時間処理 して架壊 した ｡ 産物 の 蛋白質組
成は , pAP39お よ び触媒サブ ユ ニ ッ トに対する特異抗体を用 い た ウ ェ ス タ ン プ ロ ツ
テ ィ ン グ に よ り解析 した ｡
5) 抗体 の 調製
34kDa触媒サ ブ ユ ニ ッ ト に対する モ ノ ク ロ - ナ ル 抗体は ､ 精製rp R SI(第 2章に
記載)を抗原 とし て ､ 既報 の 方法(52)に従 っ て 調製した｡ こ れ を硫酸ア ン モ ニ ウ ム
39
分画で 部分精製して得たIgG画分(抗pRS抗体)を実験に供 した . PAP39に対す る特異
抗体は､ p AP39 cDNAの 推定ア ミ ノ 酸配列204-2 17番目に匹敵する ペ プ チ ド
ÅcT E LDM D D G RH S PP(合成の 都合上N末 に ア ラ ニ ン を付加 した)を合成し ､ 抗 原 と した .
こ の 領域は , 34kDa触媒サブ ユ ニ ッ ト の 配列と最も相同性が少なく ､ しか も親水性
が高 い(53)の で特異的な抗原となりやす い と考えられた ｡ 合 成 ペ プ チ ドを そ の シ
ス テイ ン 残基を介し て ､ か さ月 の ヘ モ シ ア ニ ン に結合させ(54)､ c ompleteア ジ ュ
バ ン 下と混ぜ て エ マ ル ジ ョ ン を作り､ ウサ ギ背部の多数の 部位に皮内接種し て抗血
清を得た ｡ 免疫沈降実験 に は ､ 免疫前 ､ 後 の ウ サ ギ血清か ら硫酸 ア ン モ ニ ウ ム 分 商
お よ びDE A E- cel lulo s eク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ りIgG画分を得(55)､ 各 々 コ ン ト
ロ ー ル 抗体 ､ 抗pA P39抗体とし て･使用 した ｡
6) 免疫沈降実験
精製 ラ ッ ト肝酵素標品を､ o. 1 %Tw e e n- 8 0お よ び安定化剤(1章に記載)を含ん だ
50mM リ ン 駿カ l) ウ ム ､ pH 7. 4､ 30p,l中 で ､ コ ン ト ロ ー ル 抗体あ る い は抗p AP39抗
体 と ､ 25℃ ､ 4 5分 間イ ン キ ュ ベ - トし た ｡ こ れ を草色 ブ ドウ球菌 の 固定菌体
10pl(10%腰濁液100LLlを遠心し て得た) (56)と混ぜ ､ o℃ ､ 10分間イ ン キ エ ペ - ト
した後遠心 し､ 上清の 酵素活性を測 っ た ｡
7) ウ ェ ス タ ン プ ロ ッ ト解析
蛋白質をsI)S- ポリ ア ク リ ル ア ミ ドゲ ル 電気泳動 で分離 した後､ pvDF膜 に プ ロ ッ
ト し た o こ の 膜 を , 1% スキ ム ミ ル ク お よ び 20mM リ ン 酸 カ リ ウ ム ､ pH7. 4 を含 ん
だ生理食塩水 に浸し て ､ 蛋白質未吸着部分をブ ロ ッ ク した後, 同buf fe rで2 00倍 に
希釈 された抗pA P39血清とイ ン キ ュ ベ - ト した ｡ 次 に ､ 2 次抗体 で あ る ビ オ チ ン 化
さ れ た抗ウサ ギIgG抗体と反応させ ､ さ ら に ア ピジ ン - ビオ チ ン 化 ペ ル オ キ シ ダ ー
ゼ と反応させ ､ 最後に ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ の 基質 に対する発色反応 で抗原 のP A P39バ
ン ドを検出 した ｡ 34kDaサ ブ ユ ニ ッ ト の 検 出 は ､ 1 次抗体と して 1 0 0倍 に希釈され
た抗pRS抗体 ､ 2 次抗体 に は ビ オ チ ン化抗 マ ウ ス IgG抗体を用 い て 同様 に行 っ た ｡
4 0
8) ノ ー ザ ン プ ロ ッ ト 解析
`常法(39)に従 っ て 祈 っ た ｡ 即ち ､ spragu e- Da wley系雄 ラ ッ ト の 各臓器か ら調製
した全あ る い はp｡Iy(A)＋RN Aを1%ア ガ ロ - ス ･ 2. 2M ホル ム ア ル デ ヒ ドゲ ル で 電気
泳動した後､ ニ ト ロ セ ル ロ ー ス フ ィ ル タ ー に プ ロ ッ ト した . 32pで襟沸したpAP39
CDN A(本章で得 た ク ロ ー ン の cI)N A挿入部分)お よ びp R S IcI)N A(28)を プ ロ ー ブ と し
て用 い ､ 5ⅩSS P E, 5ⅩI)e nha rdt' s溶液(方法3 に記載)､ o. 1%SI)Sお よ びo. 2mg/皿l濃
度 の超音波処理 したサケ精子DN Aを含む溶液中で ､ 68℃で ハ イ プリ ダイ ズ した ｡ フ
ィ ル タ ー を ､ 同温度､ o. 1 %SDSを含む2ⅩSSC(方法3 に記載)で 洗静した後､ オ ー ト
ラ ジ オ グ ラ フ イ - した ｡
9) そ の 他 の 方法
p R P P合成酵素活性 の 測定 ､ 黄白質定量､ お よ び精製 ラ ッ ト肝酵素 の 1 M 塩化 マ グ
ネ シ ウ ム に よる解離実験は第 1章 に記載した方法 に従 っ た ｡
3 - 2 ■実験結果
1) p AP39 の 部分 ア ミ ノ 酸配列
s D S･ ゲ ル 電気泳動 に より ラ ッ ト肝酵素 ヘ テ ロ 重合体 か ら分離さ れたp AP39をリ ジ
ル エ ン ドペ プチ ダ ー ゼ で 消化した ｡ 得 られ た ペ プチ ドをHpLCで 分離し ､ プロ テ イ
ン シ ー ク エ ン サ ー で 分析 し て
.
5 ペ プチ ド断片 の ア ミ ノ酸配列を決定した(F ig･
1 3A, ペ プ チ ドト Ⅴ)0 P AP39の N未ア ミ ノ 酸は検出されなか っ た ｡
2) p A P3 9 のcDN Åク ロ ー ニ ン グ お よ び そ の 推定 ア ミ ノ 酸配列 の 触殊 サ ブ ユ ニ
ッ ト と の 高 い 相 同性
ラ ッ ト肝poly(A)＋R N Aを鋳型 にcDNAラ イ ブ ラ リ ー を作製 した ｡ こ れ を大腸菌 に
感染させ て得た24万 の プ ラ ー ク を ､ 8 5塩基対 の 姐O PA C産物をプ ロ ー ブ と し て ス ク リ
ー ニ ン グ し ､ 目的 の ク ロ ー ン を 得た ｡ その 塩基配列を決定した結果 ､ 開始 メ チ オ ニ
ン を入 れ て356 ア ミ ノ酸残基を コ ー ドす る翻訳領域､ そ の 後 ろ に36 6塩基対 の3
'
- 非
4 1
翻訳領域 ､. さ ら に3' 末端側 にポl)ア デ ニ レ ー シ ョ ン シ グ ナ ル A A AT A A Aが あ っ た
(Fig. 13A)｡ 翻訳領域は､ 蛋白解析から得た 5 つ の ペ プチ ド配列を全 て コ
ー ドし
て おり , ま た推定 ア ミ ノ酸配列 か ら計算した分子量 は 開始メ チ オ ニ ン を含め て
39, 496で あり , sos - ゲ ル 電気泳動 で得られた分子量(39,0 00)とほぼ - 致 した . 以
上 の 結果 よ り､ こ の ク ロ ー ン はpAP39を コ ー ドする も の であ る と同定さ れた ｡
Ge nBankとEM BLデ ー タ ベ ー ス を 用 い て ､ PAP39推定アミ ノ酸配列 に対する ホ モ ロ
ジ ー 探索をした ｡ 驚く べ き こ と に ､ こ の 配列はP RPP合成酵素の 2種の 触媒サ ブ ユ
ニ ッ トp R S I､ ⅠⅠの 配 列 と最も高 い 相同性を示 した(F ig. 13B)o 即ち ､ pAP 39の
一 部(配列1- 14お よ び2 02- 234､ 計45残基)を除 い て ､ PRS I､ ⅠⅠと各 々4 8%､ 4 9%
の 一 致 ､ 保存置換を含める と , 各々68%､ 6 9%相同 であ っ た ｡
2種 の触媒サ ブ ユ ニ ッ トは とも に配列122- 144 に､ 2 価 の 陽 イ オ ン 結合部位と推
定され る16残基(57)の 一 致 し た配列を持 っ て い る(Fig. 13B)｡ こ れ に対応する
p A P39の 配列を比較す る と ､ 特 に重要とされ て い る ヒ ス チ ジ ン 残塞(H is129)と ､ 3
つ の ア ス パ ラ ギ ン 醸 のうち の 2 つ (Asp127とAsp1 42)は保存され て い た ｡ しか し触
媒サ ブ ユ ニ ッ トのA la13 0- se r131に対応す る配列は､ p A P39で はGln137- Lys13 8
に変化 して い た ｡ ま た ､ 触媒サ ブ ユ ニ ッ ト に存在する推定pRPP結合部位(第2章 に
記載)も､ p AP39で は 一 部 ､ 特 に後半 の配列221 12 27に対応する部分(Fig. 13B)が
変化 して い た ｡ さ ら に ､ 推定ATP結合部位 の site 1(第 2章 に記載)で重 要と考えら
れ るGly - G ly配列お よ び site 2の リ ジ ン 残基も ､ pA P39 で は保存され て い な か っ
た(Fig. 13B).
3) ノ ー ザ ン プ ロ ッ ト解析
PAP39 cDN Aを プ ロ ー ブ と し て ラ ッ ト各臓器 の ノ ー ザ ン ブ ロ ツ テ ィ ン グを行 い
1. 9kbの 主要な転写物を検出 した｡ F ig. 14は各臓器 に お け るPA P39お よ びpRS I
mRNA の相対量を比較 したも の であ る ｡ こ の 実験 で はp A P39お よ びpR S IcDⅣAを 同
じ比活性に なる ように32p で ラベ ル し ､ しかも同量をプ ロ ー ブ と し て用 い て ､ 両
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Fig･ 1 4･ 冴o rthe r n b 且ot a n a
･1yBi8 Of P A P3 9 tr a n 8 C ript in
e o 皿汐a ri魯 O n With t ha七 ¢f P 取s E im T at t且B 8ue 昏. 及 . R 肘As w e r e
pr epa r ed fギO m m ale Spr agu e- Da wley r ats . 10 p gof total R 柑A o r l 岬
fo r l iv e r) w e r e ele ctr opho r e s ed . The s a m e
P A P3 9CD N Aa nd P R S ICD N Awith ap pr o 玉山n ately
the s a m e spe cif ic activitie s w e r e mix ed a nd u s ed a s apr obe . La n e s
1′ bra土n; 2′ pa r o七土d
gla nd,･ T, l iver poly(三吉軍蕊;3, lu ng; 4′ thym u s; 5,8, ad ipo s e tis s u e,. 9,
1 0, Sto m a ch,･ l l, s m al l inte stin e,
･ 1 2, sple e n,･ 1 3,
1 4′ k i dn ey; 1 5, te stis,･ 1 6, Y S c el ls ｡ Ar r o whe ads
he a rt; 6, m a m ry
skeletal m u s cle;
adr e n al gla nd,.
r epr e s e n七
po sitio n s of 2 8S(uppe r7 4 ｡ 5 kb) a nd 1 8S(lo w e r, 1 ｡ 9 k b) rR N As . The
Siz e of rnR N As (1 . 9 kb fo r P A P3 9a nd 2. 3 k b fo r P RS I) 舵 r e
C alc ulated fr om tho s e of rR 封Ås ｡ 迅′ a sho rte r e xpo s u r e of the abo v e
b lo七 ｡
mR NA量を定量的に比較 できる ようにした｡ 使用 した条件下 で は両者 の ク ロ ス ハ イ
プ リ ダイ ゼ - シ ョ ン は起 こ ら なか っ た ｡ pAP39. mRN Aレ ベ ル は ､ 皐丸 ､ 脳 ､ 脂肪組
織 ､ 吉 田肉腫細胞, 胸腺 ､ 副腎 で高か っ た ｡ こ れら
'
の 臓券で は ､ 以前報告され て い
45
る ように(46)2. 3k bのPR S･I mRNAレ ベ ル も高 い 傾向があ っ た o しか し詳細 に比較
し て み る と , 両 者 の 相対量は臓器間で 異な っ て い た o 例 え ば ､ 脳 や青田肉腫細胞 で
は 両者 は ほ ぼ等量 であ っ
`
たが ､ 肝 臓 , 皐丸 ､ 脂肪組織 ､ 胸腺 な どで はP A P39 mR N A
レ ベ ル の ほう が 高か っ た(Fig. 14, Aお よ びB)0
4) 抗体 の 特徴
精製酵素を用 い た ウ ェ ス タ ン プ ロ ッ ト解析で ､ 抗p RS抗体は34kDaバ ン ドと の み
反応 し ､ .3 9kDaバ ン ドと は 反応 しなか っ た(Fig. 15A､ レ
ー ンb)o 抗pAP3 9血清 は ､
39k Da バ ン ドと の み 反応した ｡ こ の 反応 は ､ 抗原 と し て用 い た ペ プ チ ドで は 阻害さ
れたが ､ 無 関係 の ペ プチ ドで は阻害されなか っ た(F ig. 1 5A､ レ
ー ン c - e)こ とか ら ､
p A P39 に特異的であ る こ と が分か っ た ｡ 得 られ たcDNAの 部分推定ア ミ ノ 酸配列 に対
して作 られた抗体が ラ ッ ト肝臓酵素の ヘ テ ロ 重合体中 の39kDa成分と反応 した こ と
は ､ こ の cI)N AがP A P39を コ ー ドし て い る こ と を示すもう
一 つ の 証拠 で ある o
5) p A P39と34 k Da 触 妓 サ ブ ユ ニ ッ ト の 結合
pAP3 9と34kI)a触媒サ ブ ユ ニ ッ トが分子的に結合 し て い る こ とを示す明 らか な証
拠 が以下 の 架梼実験 に よ り得 られた ｡ 精製 ラ ッ ト肝酵素を15m姐 ジ メ チ ル ス ベ リ ミ
デ ー ト で架橋 した産物を ､ -7%SDS- ゲ ル 電気泳動にか け､ 特異抗体を用 い た ウ ェ ス
タ ン プ ロ ッ トで 解析した(Fig. 15B)｡ 抗pRS抗体 に より 2 つ の 主要な蛋白質バ ン ド
が検出され ､ そ の 見 か け の 分子質量 は各々 ､ 7 0, 76kDa で あ っ た ｡ こ の 2 つ の バ ン
ドのうち76 kDa バ ン ドの みが抗p A P39血清と反応した ｡ 以 上 の 結果は , 7 0お よ び
76kDa の 蛋白質バ ン ドは ､ 各々 ､ 34kDa蛋白質通し の 2量体お よび34kDa蛋白質と
3 9kI)a蛋白質の 2量体で ある こ と を示 して い る ｡ 架橋 に より34kI)a - 3 9kDaの 2 量体
が でき る こ と は ､ PA P39分子が34kDa触媒サブ ユ ニ ッ ト分子と直接 に結合 し て い る
こ と を示すo 一 般 に架橋反応 の 効率は低く ､ しか も 用 い た架橋試薬や実験条件 に よ
り異な る ｡ 従 っ て ､ こ の 実験 か ら は触媒サ ブ ユ ニ ッ トの 何%がP AP39と結合 して い
る か と い っ た定量的な議論が で きな い ｡ そ こ で 以 下 の 免疫沈降実験を行 っ た ｡
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Fig｡ 1 5｡ C T O S S- 乱立取扱im留 With d i温 故 ぬy且昏ube r且皿且date (D 放S) of
野鼠p3 9 a n感 忠ぬe 3 亀- kDa c 急患亀且y七息c s ubⅦn且t8 a nd We 紙 e r n 亀n alysis
of 忠ぬe pE: 0虚u c忠S ｡ 盈 , Spe ci f icity of a nti
- PRS Ab a nd a nti - p A P3 9
a n七is eru m u s ed ｡ The pu ri f ied r at l iv e r PRP P synthetas e (2 トIg) o n
l O %S D S- P A G Ew a s stain ed with Co o m a s sie Blu e (la n e a) a nd a n alyz ed
by irn m u n ob lot ting with a nti - p 訳s Ab (la n eb), a nti - p A P39 a ntis e r u m
(la n e c), a nd a nti- p A P3 9a ntis e r u min the pre s e n c e of the P A P3 9
pepti de u s ed fo r im m u niz atio n in a n a mou nt of abo ut 4 0 0tim e s m ola r
e x c e s s o v e rthat of the r e a ctiv e irn m u n oglobulin in the s e r u m(la n e
d) o r of a n u n r ela七ed syn七he七土c pep七土de o王 七he s equ e n c e
E G V PST Å= R E = S L L R Ein a simi la r a m o u nt (1a n e e)｡ A - 7 0- kDa pr otein
(la n e a) is a m ajo r c o nta min ating pr otein of th is e n zym e
pr epa r atio n. The standa rds w e r epho spho ryla s eb (9 7 kDa), bo vin e
s e r u m al bu min (6 6 kDa), ov albu min (4 5 kDa) a nd ch ymotry psin oge n (2 5
kDa). Ar r o whe ads r epr e s e nt po sitio n s of P A P3 9(uppe r)
･ a nd the 3 4-
kDa s ubu nits (lo w e r). a , We ste r nb lot a n alysis of c r o s s
- l inked
pr odu cts with d im ethyls ube rimi date ･ The pu ri fied r at liv e r e n zyme
(2 8 p g) w a sin c ubated in the abs e n c e o rprese n c e of 15 mM
d im ethyls ube rimi date t a s de s c ri bed in
l'
Hate rials a nd Hethods '
1.
s epa r ated by 7 %S DS - P AGE a nd im m u n o stain ed u sing a nti
- P R SA b(a) a nd
a nti - p A P3 9 a ntise r u n(b).
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精製ラ ッ ト肝酵素を抗pA P39抗体と黄色ブ ドウ球菌 の 菌体を用 い て 免疫沈降した｡
抗体 の 量を増やす に つ れ , 上 清 の 酵素活性が減り､ 抗体1 0plで は活性 はほと ん どo
に な っ た(Fig. 16)｡ こ の 抗体 は ､ 菌体 の 添加なし に は酵素活性を沈降させ な か っ
■ - ■ l■一
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Fig ･ 1 6･ Co mplete c o- pr e cエPitat息o n of 七he 3 亀- 姐 a c atalytic
●
8 ubu nit 8 in the comple x fo r m by 8pe Ci f ic a nt且 - p 息P39 エgG ･
The r at l iv er PR PP syntheta s e(0. 8 p gin 2 0pl) w a sin c ubated with
v a rying a m o u nts of eithe r c o ntr ol IgG (1 . 8 mg/nl) (0) or anti - p A P3 9
=gG (1 ｡ 8 mg/m1) (◎) a s de s c ri bed in u Hate rials a nd 出ethods ･
”
Re c o mb in a nt p R S =(A) a nd P R S = =(△) (0 .6 1p gin 2 0p1) we re als o
in c ubated with a nti- p Åp3 9 =gG in the s a m e m a n n e r｡ As 七he rat liv e r
e n 2:ym e pr epa r atio n c o ntain ed abo tlt O ｡ 6 1p g of the 34 - kDa c o mpo n e ntS '
the r e c o mb in a nt P R S Ia nd Z = in the ind ic ated a m o u nts c o ul d s e r v ea s
c o ntr ols . Afte r r e m o v al of the irnmu n opr e c IPitate s c o mple 又ed with
●
S taphylo c o c c u s a u r e u s c el ls, al iqu ots of the s upe r n at串ntS (5 ドユ fo r
r at l iv e r e n 2:ym e a nd 2 pl fo r r e c o mbin a nt e n zym e s) w e r e a s s ayed fo r
P R P Psyn七heta s e a ctivity ｡
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た し ､ 阻害もしなか っ た(結果省略)｡ また コ ン トロ ー ル抗体 は ､ 酵素活性をほと
んゼ 沈降させ なか っ た(Fig. 16)｡ さ ら に抗p AP39抗体は､ 34 kI)a触媒サ ブ ユ ニ ッ
トだけ か ら成 る rpRS Iお よ びⅠⅠ(2章 に記載)と は反応せず ､ 活性 を沈降させ なか
っ た(F ig. 16)｡ 以 上 の 結果は ､ 抗p AP39抗体 に よ る ラ ッ ト肝酵素 の 活性 の 沈降は
pA P39を介して 起 こ っ た こ と ､ 即ち､ 触媒サブ ユ ニ ッ トがP AP39と結合 し て い る こ
と を示 し て い る ｡ ま た ､ ほ と ん ど全て の 触媒活性が沈降した こ と から, 触媒サ ブ ユ
ニ ッ ト単独 の も の は存在せず､ 全 てPAp39と の 複合体とし て存在して い る こ と が明
ら か に な っ た ｡
6) p ÅP39の 酵素活性抑制件用
1牽 で述 べ た よう に ､ 未変性条件下 で ラ ッ ト肝酵素中 のp A P39を単離する こ と は
で きなか っ た ｡ また ､ 本 草で得られたcDNÅを基 に ､ 遺伝子技術を用 い て 大腸菌内
でPAP39を発現させる試みは未だ成功して い な い ｡ そ こ で ､ 肝臓酵素の ヘ テ ロ 重合
体か らpAP39を除く実験を 2 つ 行 い ､ そ の 時起 こ る活性変化を調 べ て , PA P39 の件
用 を解析 した ｡
第 1章 で ､ 1M 塩化 マ グネ シ ウ ム で重合体を解離した後､ そ の 条件下 に ゲ ル 油過
し て34kDa黄白質の 一 部 を34kDa蛋白質の みか ら成る 2量体とし て単離す る こ とが
できた(1章, 結果3)｡ こ こ で は こ の実験を追試し､ 各フ ラク シ ョ ン の 蛋白質組成
と活性の関係をさら に詳 しく検討した ｡ 活性ピ
ー ク 内の 4 フ ラ ク シ ョ ン (F ig･ 1 7,
フ ラ ク シ ョ ン31 - 34)を別 々 に ､ 同 じ蛋白量sDS- ゲ ル 電 気泳動した ｡ こ れ を蛋白染
色 し て デ ン シ トメ ー タ ー で バ ン ドの 渡さ を測り ､ 同時 に泳動し て染色 した ウ シ 血清
ア ル ブ ミ ン の バ ン ドを標準とし て蛋白成分 の量を求めた ｡ 各 プ ラ ク .シ ョ ン の 活性を
34 kDa蛋白質の 量 で割り ､ 触媒サ ブ ユ ニ ッ トあたりの 比活性を計算した(Fig･ 1 7)o
も し他 の成分が触媒サブ ユ ニ ッ トに 作用を持たなけれ ば ､ こ の 比 活性は各 フ ラ ク シ
ョ ン で 一 定 と な る はず である ｡ しか し結果 は ､ 後 ろ の フ ラ ク シ ョ ン に布くほ どこ の
催 が 上 昇し て い た ｡ 一 方 ､ フ ラ ク シ ョ ン31- 34 の､ 触媒サ ブ ユ ニ ッ トに 対す る
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Fig ･ 17･ In c r e a s ein 亀 Ct且vi ty ⑳f 七he c ataly出 c B ubu ni ts Ⅶpo m
el imin atio n of P A Pさ fr o n e n 玉y瓜 e C O nple x by ge且 f i l忠r a七io n･
The P R P P
■
syntheta s epu ri f ied fr o m r at l iv er (0･ 5 ml, 3 0 0LAg) w a s
tr e ated with 1 ”MgC 12 a nd fr a ctio n ated o n a TS R G2 0 0 0S W c olu m n
(0 ･75Ⅹ60 c m) in the pr e s e n c e of l光 HgC 12 a S de s c ribed in
”
chapte r
l ･ ” Fiv e ト11 of e a
.
ch fr a ction (0. 5 ml) w e r e a s s ayed fo r e n zym e
a ctivity . ℡he a r r o w m a rked w土七b
po sitio n s of c atala s e(24 0 kDa)∫
kDa). u nde r 七he sa m e c o nd 土七土o n s,
a ctivity; 0 , a m o u nt of pr otein .
2 4 0, 6 6 a nd 4 5 de n ote s the elutio n
al bu m土n (6 6 kDa) a nd o v al bu m土n (4 5
r e spe ctiv ely. ◎ ′ p R P psyntbetase
Fo r a n alysis of the pr otein
c o mpo s土t土o n′ 3 岬 Of pr otein fr o m e a ch fr a c七土o n w e re subje cted to
S DS - gel ele ctr opho r e sis r fol lo w ed by st,
aiming with Co o m a s sie Blu e
(sho w nin the in s et), and de n sito m etric a n alysis ｡ The spe ci f ic
a ctivity in te r m s of the 3 4- kDa c o mpo n e nts w a s c alculated a nd shown
(▽)･
5 0
39kDa成分 の 比は ､ 各々0.3, 0｡ 2､ 0.0 5､ 0で あり ､ 後ろ の フ ラ ク シ ョ ン 程小さか
っ た ｡ なお41kDa成分 は ､ フ ラ ク シ ョ ン31と32 にの み かすか に存在 した . こ れ ら の
事実は､ 39kDa(お よ び41kDa)の他成分が触媒サブ ユ ニ ッ トに抑制作用を持 つ こ と
を示す 1 つ の 証拠 で あ る ｡
2 つ め は プ ロ テ ア ー ゼ 消化 に よ るP A P39除去 で あ る ｡ こ れま で の 成漬 か ら ､
p AP39は触媒サ ブ ユ ニ ッ ト に比 べ プ ロ テ ア ー ゼ の 作 用 を受けやす い こ と が分か っ て
い た(審多ら未発表)｡ 精製 ラ ッ ト肝酵素をそ の蛋白質量 の1/40 0量 の トリ プ シ ン で ､
4℃ で穏やか に消化す る と ､ 活性が徐々 に増加し､ 4日後には無処理 に比 べ 約 2倍
にな っ た(Fig. 1 8)｡ 活性測定は基質飽和条件下で行われた の で ､ こ の活性上昇は
vm a xの 増加 であ る と考えられ る ｡ SI)S･ ゲ ル 電気泳動 に より黄白組成 の 変化 を見る
と ､ トリ プ シ ン 処理 したも の は 39､ 4 1 kDa黄白成分 の み が分解 し34kDa触媒サ ブ ユ
ニ ッ ト に は み かけ上変化がなか っ た(Fig. 18)｡ 発 2章で得られたrpRS Iお よ び
ⅠⅠを同様に トリ プ シ ン 消化 し ても活性は上昇 しなか っ た(結果省略)｡ 従 っ て ､ 触
媒サ ブ ユ ニ ッ ト自身が トリ プ シ ン 消化 に よ っ て ､ SI)S - ゲ)I,電気泳動上 で は検出さ
れな い ような変化を受 て , 活性 が上昇 したと いう可能性 は否定的で あ る ｡ こ れ ら の
結果は ､ 複合体中 の 他成分 が触媒活性を抑制 して い る こ とを示 し て い る ｡ 2 つ の 他
成分 のうち ､ 3 9kDa成分 の方が41 kDa成分 に比 べ 約 7倍も多い . ま た ､ 41kI)a成分
は触媒サ ブ ユ ニ ッ ト の 量 の1/20にすぎな い ｡ 従 っ て ､ 抑 制作用は主 にP AP39によ る
と考えられ る ｡
3 - 3 考 察
第1章 で ､ 精 製さ れ た ラ ッ ト肝P R P P合成酵素 は 3 つ の 蛋白質成分か ら成 る複合
体と して存在す る こ と が示唆され ､ そ の 中 の34kDa成分を触媒活性を持 つ サ ブ ユ ニ
ッ ト と 同定した ｡ しか し他成分が触媒サ ブ .1 ニ ッ ト に 結合して い る と いう直接証拠
は得 られ て お らず ､ ま た他成分の性質お よ び作用も不明 であ っ た ｡ そ こ で ､ 本研究
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Fig･ 18 . Ac七iv atio n ¢f t he pu rified r at 且iv e T p R Pp
Syntheta s e by さele ct iv e eli汲in a七io m of P 息P各 Wi七h 弧il d
try ptic tr e atzR e nt ･ The pu ri f ied r at l iv e r e n zym e (2 0p gin 1 0 0
”l ) in 50 m比 pota s siu m pho sphate (pH 7 ｡ 4) c o ntaining the stab i l iz e rs
a nd 2mM NaN3 W a sin c ubated at 4
o
C in the abs e n c e(○)∫ o r the
Pr e s e n c e Of O･ 0 4 5rig Of try psin (e). Al iqu ots w e r etake n at the
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で は 2 つ の 他成分 のうち量的に多 いPAP59の cI)NAをク ロ ー ニ ン グ し ､ PAP39の構造
と作用を解析した ｡
得 られ たcDN AがPAP39を コ ー ドするも の で あ る こ と は ､ そ れか ら計算された分子
量 とsI)S- ゲ ル 電 気泳動上 の P A P39の 分子量との 一 致 ､ cDN Aの 推定 ア ミ ノ 酸配列が黄
白質解析 から得 られた 5 つ の ペ プ チ ド配列全 て を持 っ て い た こ とから確認されたo
さ ら に ､ 推定ア ミ ノ 酸の 一 部の 配列に対し て作られた抗体が ラ ッ ト肝臓 の ヘ テ ロ 重
合体酵素申のP AP39と反応 した こ とも､ 得 られ たcDNAがPAp39を コ ー ドするもの で
あ る こ と を示す 1 つ の 証拠 であ る ｡ こ の cDNAを大腸菌内で発現させた と こ ろ ､
p A P39が不 溶画分 に少量検出されたの み で あり ､ 実験 に供する に は不十分で あ っ た ｡
現在グ ル タ チ オ ン - S - ト ラ ン ス フ エ ラ ー ゼ と の 融合賓自賛として 発現を試み て い る o
cDNAク ロ ー ニ ン グ に より明らかにされた事実は､ PAP39の推定ア ミ ノ酸配列が触
媒サ ブチ ニ ッ トPRS Iお よ び= と高 い 相同性を持 っ て い た こ と で ある o 即ち ､
一 部
の 領域を除 い た全領域 で ､ PRS I､ ⅠⅠと各 々48%､ 4 9% 一 致 し て い た ｡ 現在ま で に明
ら か に な っ て い る さま ざまな種 の 8 つ の P R P P合成酵素 の ア ミ ノ 酸配列を比較 して
み る と ､ 晴乳類酵素(2 章､ 58､ 5 9､ 6 0)は細菌の 酵素(20､ 61､ 6 2)と4 5
- 5 0% 一 致 ､
ま たLe ,
･
shm a nl
･
a do n o v a n l
･
(63)とは42% - 敦 して い た o こう して み る とp A P39と
pRPP合成酵素は ､ 全体 と して は異種のPRP合成酵素間 の相同性とほぼ同 じ程度の
相同性を示すにもかか わらず､ 重要 な い く つ か の部分 に不
一 致 があ っ た ｡ 例 えば ､
8 つ の 全て のP R P p合成酵素は ､ 完全 に保存された51箇所 の 部位(7 7残基)を持 っ て
い る が ､ P A P39は そ のうち30箇所(50残基)が保存され て い る に すぎなか っ た o P良S
Iお よ びⅠⅠの 配列127- 1 42の16 ア ミ ノ酸残基 は､ 2 価カ チ オ ン とヂク レ オ チ ドの 結
合部位 の 一 部と な っ て い る と考えられ て い る(57)｡ こ の 中央 に存在す る配列､
Gln - I le - G ln - Gly - P he
- P he - Aspは ､ 8 つ のPRPP合成酵素全て で完全に保存さ て い
る が ､ P A P39で はG lu - I le - G ln - G ly - P he - P he1
- Cys に な っ て おり ､ 2 つ が 異 な っ て
い る ｡ ま た ､ P R S I､ ⅠⅠのA la13
0
- se r131に対応する 配列は ､ P A P39で はGln137 -
5 3
Lys
13 8に変化して い る . Robe rtsとswitz e rら はPRPP合成酵素の 活性 に 1 つ の リ ジ
ン 残基(場所は未同定)が必要 であ る と報告 して い る(64)0 P R S I､ ⅠⅠの リ ジ ン 残基
のうちLys1 93とLy$281だ け が ､ 8 つ の PRPP合成酵素全 て で保存され て い る の で ､
こ の 2 つ が彼 らが報告した活性 に必要なリジ ン 残基の候補 である可 能性があ る o
pAP39は どちらの リ ジ ン 残基も持 っ て い な い ｡ さ ら に実験結果 で も述 べ た よう に ､
PRS I､ ⅠⅠに み ら れ る推定pRPP結合部位および推定ATp結合部位も､ p AP3 9に お い
て は 一 部変化し て い る . 以 上 の 知見お よ び他 の 実験結果を考え合わせ る と ､ pA P39
が 酵素活性を持 つ 可 能性は低 い ｡ しか し なが ら ､ P A P39はP R P p合成酵素と進化上同
一 起 源で あり､ 広 い 意味でP RP合成酵素 フ ァ ミ l) - (65)の 一 点 で ある と言える ｡
本研究 の 最も重要な点は , P A P39が触媒サ ブ ユ ニ ッ トと直接結合 し活性を抑制す
る こ と を示した こ と である ｡ 第 1牽か ら ､ ラ ッ ト肝酵素は34kI)a触媒サ ブ ユ ニ ッ ト
の 他 に 39､ 41 kDa成分を含む ヘ テ ロ 重合体 であ る こ と が示唆さ れたが ､ そ れ を示
す確 かな証拠はな か っ た ｡ 本章 で初め て , 触媒 サ ブ ユ ニ ッ ト と39 kI)a成分が結合 し
て複合体を形成 して い る こ と が証明され , さ ら にP AP 39の 作用も明らか にな っ た ｡
41kI)a蛋白質に関して の 証拠 はまだ得られて い な い . 触媒サ ブ ユ ニ ッ トとp A P39
間の結合部位や , 複合体 の 構造は不明であ る ｡ しか し ､ 抗pAP39抗体が ヘ テ ロ 重合
体中 のP ÅP39と反応 でき る こ と ､ さ ら に重合体 に プ ロ テ ア ー ゼ を作 用 さ せ る と
p A P39が消化され る こ と か ら ､ 少なくともp A P39の 一 部 は ヘ テ ロ 重合体 の 表面 に 出
て い る と考えられる ｡ 2 つ の 蛋白質の 結合は , 1
'
n v )
'
tr oで は非常に強固 で あ る が ,
l
'
n v l
'
v oで は何 らか の 修飾を受て解離会合が調節され て い る 可 能性がある ｡ 現在ま
で に ､ CAMP - 依存性プ ロ テ イ ン キ ナ - ゼ ､ カ ル モ デ ュ リ ン 依存性プ ロ テイ ン キ ナ -
ゼ ､ カ ゼ イ ン キ ナ - ゼI I､ プ ロ テ イ ン キ ナ - ゼcを用 い て 1
'
n vl
'
troリ ン 酸化を試み
た が ､ 両 蛋白質ともリ ン酸化されなか っ た(喜多ら未発表)｡
p AP39お よ び触媒サブ ユ ニ ッ トPRS I cI)NAを同時に プ ロ ー ブ に 用 い た ノ ー ザ ン
解析か ら ､ 両mRN Aとも ラ ッ トの種々 の 臓器に広く発現 して い る が ､ そ の 相対量 は
54
臓器 に より異な っ て い る こ と が分か っ た ｡ ま た ､ 正 常 の 肝臓 に お い てP A P39 mRN A
レ ベ ル はpRS I mR N Aよ り は る か に多い が ､ 再生肝 で は手術 の 1 2時間後 に 両者 の
mRNA量 はほ と ん ど等しくなり､ 24時間後にはほぼ正常 の 量比 に戻 っ た(未発表)｡
こ の 時 ､ 蛋白質 の 畳比も違 っ て い る 可能性が高く ､ 組織 に よりあ る い は状況 に応じ
て 蛋白組成の異な る複合体が形成され ､ 酵素 の活性や性質に特異性を与えて い る可
能性があ る ｡
3 - 4 小 括
精製ラ ッ ト肝酵素 に存在する39kDa黄白貿をsI)S - ゲ ル 電気泳動 で単離し ､ プロ
テ ア ー ゼ で 消化 した . 得 ら れ た ペ プチ ド断片 の ア ミ ノ酸配列を基にM OPAC法 に より
作製 した プ ロ - プ を用 い ､ ラ ッ ト肝臓cDNAラ イ ブラ リ ー よりク ロ ー ン を得 た . 坐
塩基配列を決定 した結果 ､ ア ミ ノ 酸残基数は開始 メ チオ ニ ン を含め て356､ 分子量
は39,4 96で あり, ペ プチ ド解析か ら得た 5種全 て の ア ミ ノ 酸配列を含ん で い た o
意外 にも､ こ の ア ミ ノ 酸配列は触媒サ ブ ユ ニ ッ ト の そ れ と非常に高 い 相同性を示し ､
一 部 の 領域を除く全領域で48% - 敦 ､ 保存置換を加えると68%相同で あ っ た ｡ こ の
蛋白質をpAP39(3 - k Da PRPPsynt heta s e- a s s o ciated protein)と命名し, 続い
て 存在様式お よ び作用 の 解析を行 っ た ｡ 精製 ラ ッ ト肝酵素を ジ メ チ ル ス ベ リ ミ デ
ー
ト で 架橋 した ｡ こ の 産物を , ア ミ ノ 酸配列を基 に得た抗p A p39特異抗体お よ び触媒
サ ブ ユ ニ ッ ト に 特異的な モ ノ ク ロ - ナ ル 抗体を用 い て 解析 し ､.34kDa - 3 9kDaの 2 量
体 の存在を検出した こ と か ら ､ 両 者が分子 レ ベ ル で 結合し て い る こ と が明ら か に な
っ た ｡ ま た 抗pA P3 9抗体 で全触媒活性が免疫沈降した こ と より､ 触媒サ ブ ユ ニ ッ ト
の 全 て がiA P39を含む複合体と して存在して い る こ と が分か っ た ｡ ラ ッ ト肝酵素を ､
1M 塩化 マ グネ シ ウ ム 処理後同条件下 で ゲ ル 浪過､ あ る い は温和な条件で トリ プ シ
ン 消化す る と ､ 複合体か らpAP39を除去す る羊とが できた ｡ こ の 時 ､ 遊離さ れた触
媒サ ブ ユ ニ ッ トの 活性が上昇 した こ とか ら ､ pAP39が活性を抑制し て い る こ と が示
55
された ｡
以 上 か ら ､ pAP39は触媒サ ブ ユ ニ ッ トと類似し ､ しかも こ れ に結合 して 活性を抑
制 して い る こ と が示された｡
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第4車 線合的考察
本研究で精製された ラ ッ ト肝PRPP合成酵素は, 従 来の ラ ッ ト肝臓(22)や ヒ ト赤
血球(2 1)で 単 一 サ ブ ユ ニ ッ トで あ る と いう報告 に 反 して ､ 34 kI)a触媒 サ ブ ユ ニ ッ ト
お よ び39kDa抑制黄白質(pAP39)を含む複合体 であ っ た . さ ら に , 小量 の41 kDa黄
白質が こ の複合体に含まれる可能性があ る ｡ 本酵素を精製する際 に ､ プ ロ テ ア ー ゼ
阻害剤を使用 し, 極端な希釈や熱処理を避け､ 酵素の 吸着を防ぐため の容器を使用
する等 , 酵素本来の 性質を失わな い よう に注意した ｡ こ の よう に して 精製された標
品 にPA P39と4 1 kDa成分 が存在 し て い た ｡
RothとI)e u elら は ラ ッ ト肝臓の 酵素をプ ロ テ ア ー ゼ 阻害剤非存在下に熱処理して
精製した(22)｡ 用 い た活性測定条件は本研究とほぼ同様 であ る にもか かわらず､
そ の標品 の比活性は本研究の値に比 べ 約1/6と低 い ｡ 著者は以前､ ラ ッ ト肝臓の酵
素を醸沈澱の段階で - 8 0℃で 2年間保存したもの を材料に精製し､ 34kDa蛋白質の
純品を得た こ とがあ る ｡ こ の 標品の 比活性は本研究で得られた億 の約1/7と低 か っ
た(発 1章 の 原論文 J. Bio cbe m∴ 1 05, 736- 7 41 (1989)に記載)｡ ま たFox と
Eelleyら は ヒ ト赤血球酵素 の 精製 に際し ､ 1M XClで 長時間処理後ゲ ル 洩過し て均
一 に する こ と が できたと報告 して い る が , そ の 比活性はECl処理前の約1/10に低下
し て い た(2 1)｡ P AP39は触媒サブ ユ ニ ッ ト に 比 べ ､ プ ロ テ ア ー ゼ の 分解を受けやす
い の で , こ れ ら の 精製 で は途中で内部の プ ロ テ ア ー ゼ に より分解され て しま っ た可
能性があ る ｡ あ る い は , ヒ ト赤血球の酵素精製 に は数週間保存された輸血用血液が
使用 され て い る た め ､ こ の 期間にPA P39が蛋白質分解に より消失した の かもしれな
い ｡ 事実､ ヒ ト赤血球か らプ ロ テ ア ー ゼ 阻害剤を使用し注意深く酵素を精製する と ､
得 ら れた標品 に は39kDa蛋白質が存在し､ しかも比活性はFo xやEel leyら の 報告値
よ り高 か っ た(喜多ら未発表)0 p AP39が複合体から消失する と酵素 の 構造が不安定
となり ､ そ の 結果失活す る の で は な い か と考えられ る ｡ 即ち , P A P3 9は触媒サ ブ ユ
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ニ ッ トと複合体を形成し活性を抑制する 一 方で ､ 酵素重合体 の構造を安定化させ て
い る 可 能性 があ る . さ ら に重要な こ と は ､ p AP39は 触媒サ ブ ユ ニ ッ トと 一 次構造上
類似 し､ こ れ に分子 レ ベ ルで結合 して い る こ と で あ る ｡ 加えて 最近 ､ ラ ッ ト肝臓 の
ポ ス トミ ト コ ン ドリ ア画分あ る い は可溶性画分を用 い て ､ ゲ ル 膿遇お よ び抗pAP39
抗体による沈降実験を行 っ た ｡ そ の 結果酵素は､ こ れら の租精製標 品中にお い て も
精製酵素と同様に ､ 非常 に大きな分子量をもち､ しかもp AP 39と複合体 を形成し て
い る こ と が分か っ た(喜多未発表)｡ 以 上 の 事実か ら , 本酵素 の 複合体 と して の 存
在 は ､ 精製 の 途中 で他成分が偶然触媒サブ ユ ニ ッ トに 結合 し て 生 じたも の で は なく､
酵素本来 の構造 であ る と考えられる ｡
ク ロノ ー ニ ン グ実験お よ び本研究から ､ ラ ッ トp RpP合成酵素 の 触媒サ ブ ユ ニ ッ ト
に は非常 に相同性が高 い が調節的性質の異なる 2種 の ア イ ソ フ ォ ー ム戸RS I､ 戸R S
I Iが 在 る こ と が明ら か に な っ た ｡ 続 い て 共 同研究者(58, 5 9)あ る い はRo es sle rら
(60)に よ り ヒ トの 本酵素cDNAが ク ロ ー ニ ン グさ れ ､ ヒ ト に も同様 の ア イ ソ フ ォ ー
ム が存在する こ と が示さ れた ｡ ヒ トp R S IとpR SIIは ラ ッ ト の 対応す る酵素と非常
に相同性が高く ､ 推定ア ミ ノ 酸配列はPRS I では100%､ 戸RS Iで は99% 一 致し て い
た ｡ 相 同性10 0%､ 9 9%と い う億 は現在調 べ られ て い る ヌ ク レ オ チ ド代謝ある い は解
糖系酵素群 の 申 で最も高 い も の で ある(58)｡ またNo s alとBe cke rら は ヒ ト の 南 ア
イ ソ フ オ + ム を大腸菌で 発現させ性質を調 べ ､ ヒ トのP RS IIも ラ ッ トPR S IIと ほ
ぼ同 じ性質を持 っ て い る(P良S Iは ヒ ト と ラ ッ ト で 同じ)と報告 して い る(66)｡ こ の
よう に 2 つ の ア イ ソ フ ォ ー ム の ア ミ ノ 酸配列が異種間で よく保存さ れ性質が保持さ
れ て い る こ と は , 各々 の ア イ ソ フ ォ ー ム に独自の機能があり進化の 過程 で変化が許
さ れな か っ たも の と推測さ れ る ｡ 最近共同研究者 のA hm adら は ､ 遺伝子 技術 を用 い
て 両 ア イ ソ フ ォ ー ム の キ メ ラ 蛋白質お よ びア ミ ノ
ノ
醸 変異蛋白質を作製 し､ 両 者 で 異
なる性質を担うア ミ ノ 酸配列を調 べ た ｡ そ の 結果 , P RS Iの 4番目 の リ ジ ン がGDP､
ADP によ る強 い 阻害に必須 であり､ そ の 他数残基が 2種 の ア イ ソ フ ォ ー ム の 特徴的
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な性質に寄与 して い る こ と を明ら か に した(67)0
精製された ラ ッ ト肝酵素は､ PRS I､ ⅠⅠ､ お よ びpAP3 9を お よ そ4:1:1.7の 比 で
含む分子量100万以上 の ヘ テ ロ 重合体と して存在して い る (こ の 他 に41kDa蛋白質
を0. 25の 比 で含 む 可能性がある)｡ こ の 複雑な会合状態と調節的性質 の 関連を解析
する 目的で ､ 現在 ､ 肝 酵素の 性質をr eco mbin a nt P R SI､ ⅠⅠお よ び両者 の み か ら
成る複合体 の 性質と比較して い る ｡ 興味深 い こ と に ､ 肝酵素はⅠとⅠⅠの 量此が4:1
と ､ Ⅰを多く含むにもかか わらず､ ヌ ク レ オ チ ドに よ る 阻害 の 程度はⅠよりはるか
に弱く､ む し ろⅠⅠに近 い 性質を示 した｡ 一 方 ､ PRS IとⅠⅠの み を4:1 の割合 で 混合
し再構成した複合体 は ヌ ク レオ チ ドに より強く阻害され , 各 々 が独立 に 阻害される
と仮定した計算値とほぼ 一 致した(共同研究者 の 園田 ら未発表)｡ こ の こ とか ら ､
肝臓酵素はp Åp39(お よび41kDa成分)と ヘ テ ロ 重合体を作り ､ 複合体独特 の調節的
性質を備え て い る こ と が示唆される ｡
一 般 的に ､ 噛乳類 のPRPP合成酵素は多くの
.
5(ク レ オチ ドにより強く フ ィ ー ドバ
ッ ク 阻害草れ る と報告され ､ さ ら に こ の フ ィ ー ドバ ッ ク 阻害が本酵素 に おけ る 一 番
重要な活性調節 で あ る とさ れ て い る ｡ しか し , ラ ッ ト肝酵素(22)や最近報告さ れ
た r e c ombin a ntラ ッ ト酵素(2 章に記載)お よ び ヒ ト酵素(66)に お い て ､ 生理的濃
度 の ヌ ク レオ チ ドは ､ ADP､ GDP以外 はほ と ん ど活性を阻害しな い こ と が分か っ た ｡
で は , 本 酵素 の 調節は どの ように制御され て い る の だ ろうか ? 事実､ 肝臓の
p RPPレ ベ ル は 低く しか も非常 に良く調節され て い る(12､ 13､ 1 6)｡ こ れま で の 調
節因子探索 の 結果､ swis s 3T3細胞 で は ､ 細胞内Mg2＋濃度 の 上昇がP R Pを介す る
ヌ ク レオ チ ド合成 の 増加をも たらす 一 因と な っ て い る こ と が発見された(17, 2 6､
2 7). 本研究 で抑制蛋白質p AP39の 存在が示された こ と は ､ p R P P合成調節 に関わ る
可 能性を持 つ 新し い 因子を見 い だ した こ と に なる ｡ しか し 一 方 で は ､ PAP3 9と触媒
サ ブ ユ ニ ッ トの 結合 が非常 に強固 である こ と か ら ､ p A P39 は､ 調節 と い う よりはむ
し ろ触媒サ ブ ユ ニ ッ トを
”
隔離
”
する よう な役割を担 っ て い る の か も し れ な い ｡ も
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し遊離触媒サブ ユ ニ ッ ト の 存在が細胞 の渦動 に不都合な影響を与える こ と があ る と
すれば , 必要 な役割である ｡ ある い はpA P39が結合する こ と に よ っ て ､ PRP P合成酵
素 の 分解速度 が調節きれ て い る 可能性も考えられ る ｡
臨床 的 に は , P R P p合成酵素 の 活性 が 上昇して痛風をきたすp R p p合成酵素克進症
が知られ て い る . 1972年 にSpe rl ingが報告 した の が第 一 例日 であり(68), そ の 後
Becke rら は世界 の 約30家系 の 症例を集め て酵素蛋白質の解析 を行 い ､ 此 活性が上
昇 して い る 例 ､ 活性は正常 で ヌ ク レ オチ ドや無機リ ン観に対する調節的性質に異常
があ る例 ､ ある い は両方が合併して い る 例を報告 して い る(69-7 1)｡ 最近彼らは､
こ れ ら の 症例 に つ い て 遺伝子 技術を用 い た解析を行 い ､ ヌ ク レ オ チ ドに対す る感受
性が下 が っ てV
.
､る タイ プ の 酵素 に お い て ､ P RS IcDN Aの 翻訳領域内に 1塩基 の 変
異があり､ 1 ア ミ ノ酸が正常と異な っ て い る こ とを見 つ けて い る(7 2)｡ 我 が国 で
は赤岡(73)､ 西 田(74)ら に より症例が報告され て い る ｡ 赤岡 らが発見 した症例を
解析した結果 ､ 現在ま で に ､ 正 常 なpRS Iの mRN Aお よ び蛋白質の量 が増えて い る こ
と が明ら か に な っ て い る(75)｡ さ ら に ､ 本 研究 で発見された抑制黄白質p A P39の 異
常が病 因 に問わ る 可能性も考えられ る こ と か ら ､ 今後はpAP39をも含めた解析が必
要 で ある ｡
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結 論
ラ ッ ト肝臓pRPP合成酵素を､ 従来報告され て い る噛乳類酵素の 最高値の比活性
7,2 80mi l l iu nits/mgま で精製した ｡ こ の 標品に は 34, 3 9､ 41kDa の 3 つ の 黄白
質が存在し て い た ｡ 酵 素を1 M 塩化 マ グネ シ ウ ム で 処理 し同条件下 に ゲ ル 油過を行
い
, 3 4k Da黄白質の 一 部 を34kDa蛋白質のみから成る 2量体と して単離した ｡ こ れ
に活性があ っ た こ とか ら ､ 34kDa黄白質を触媒活性を持 つ サ ブ ユ ニ ッ ト と同定した o
34kDa触媒サ ブ ユ ニ ッ トの 部分ア ミ ノ酸配列を明らか に した ｡ こ れ を基 に行 われ
たク ロ ー ニ ン グ実験 より ､ 本酵素 に は非常に相同性が高 い(ア ミ ノ酸残基と して
96% 一 致)が ､ 異 な る 2種 の触媒サ ブ ユ ニ ッ トP R S I､ P R SIIが在 る こ と が示 さ れ
た(28)｡ こ れ をうけて ､ 本研究 で各サブ ユ ニ ッ トを大腸菌で発現させ純晶を得 て ,
各 々 の 性質を検討 した ｡ 両サ ブ ユ ニ ッ トとも単独 で活性があり ､ 基質 に対する 血
値, 活性化因子 である無機リ ン酸の要求性 に大きな差はなか っ た ｡ しか しヌ ク レオ
チ ドに対す る感受性に は著し い 差 があり､ PRS IはⅠⅠに 比 べ てAI)P､ G DP によ っ て ､
よ り強く活性が 阻害された ｡ ま た熱安定性 に も大きな差があり､ ⅠはⅠⅠに此 べ て は
る か に安定であ っ た ｡
続 い て 精製 ラ ッ ト肝酵素に存在する触媒サブ ユ ニ ッ ト以外 の 2 つ の 他成分 のうち､
量 的 に多 い39kI)a成分(p A P39)の 部分ア ミ ノ 酸配列を明らか に し ､ そ れ を基 にcDNA
ク ロ ー ニ ン グ を行 っ た ｡ 意外 にも , pAP39 のア ミ ノ酸配列は触媒サ ブ ユ ニ ッ トの そ
れ と高 い 相同性を示 し ､ 一 部 の 領域を除く全領域 で48% 一 致 して い た ｡ 両 蛋白質 に
対する特異抗体を用 い て ､ ラ ッ ト肝酵素 の架橋産物 の 解析お よ び免疫沈降実験を布
い
､ P A P3 9は分子 レ ベ ル で 触媒サブ ユ ニ ッ トと結合して おり､ しか も全 て の 触媒サ
ブ ユ ニ ッ トがPA P39を含む複合体とし て存在し て い る こ と を明らか に し た ｡ 酵素を ､
1M 塩化 マ グネ シ ウ ム 存在下 の ゲ ル 洩過､ ある･ い は温和 な条件で トリ プ シ ン 消化す
る と複合体 か らp A P39を 選択的 に 除く こ と が で き た ｡ こ の 時 ､ 遊 離 した触媒サ ブ ユ
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ニ ッ ト の 活性が上昇した こ と か らP A p39が活性を抑制し て い る こ と が分か っ た ｡
以 上 , 精製 さ れ た ラ ッ ト肝酵素は朝岡性は高 い が調節的性質の 異な る 2種 の触媒
サ ブ ユ ニ ッ トPRS I､ ⅠⅠ
'
､ お よ び触媒サブ ユ ニ ッ ト と近縁 の も の で しかも こ れ に結
合し て活性を抑制す るP A P39を含む ヘ テ ロ 重合体と して 存在 し て い る こ と が 明らか
に な っ た . さ ら に少量 の41 kDa蛋白質が こ の 重合体 に含まれる可能性がある ｡ こ れ
ら の 蛋白質の mRNA の相対量(41 kDa黄白質に関して は未解析)は組織 に よ っ て 異 な る
こ とか ら
,
､ 細胞榎や細胞 の 状況 に応 じて こ れら の量比 の 異なる ヘ テ ロ 重合体が形成
され ､ 酵素の活性や性質が変化する可能性が考えられる ｡ PRPPひ い て は核酸前駆
体 の 合成調節 に新し い 局面 が開かれた こ と に な る ｡
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